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Neben den bekannten Auxinrezeptoren TIR1, AFB1, AFB2 und AFB3 wird auch das Auxin-
bindende Protein 1 (ABP1) als Rezeptorkandidat diskutiert. ABP1 wurde in allen darauf 
untersuchten Pflanzen nachgewiesen. Arabidopsis-Nullmutanten von ABP1 sind embryoletal. 
ABP1 besitzt also eine essentielle Funktion. Die Auxinbindung an ABP1 erfolgt 
möglicherweise über eine hochkonservierte Auxinbindetasche mit den Boxen a und c.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass neben den Aminosäuren der Box a von 
ABP1 auch die der Box c wichtig bei der Auxinbindung und dessen Wirkung sind. Eine 
bekannte Wirkung von ABP1 ist die Vermittlung des Auxinsignals bei der Volumenzunahme 
von Protoplasten. Auch das disulfatierte Pentapeptid Phytosulfokin-α (PSK-α) induzierte eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten, die mit der von Auxin vergleichbar war. Bei beiden war 
die Wirkung kaliumabhängig. In Protoplasten aus Koleoptilen wurde die Fluoreszenz des 
Membranfarbstoffes FM4-64 in der Plasmamembran durch Indol-3-Essigsäure verringert. 
Ebenso wurde die Fluoreszenz der Plasmamembran ABP1-vermittelt vermindert. Auch PSK-
α verringerte die Fluoreszenz entsprechend der Auxinwirkung. Die Versuche deuten darauf 
hin, dass ABP1 und auch PSK-α einen Einfluss auf das Zyklieren der Plasmamembran 
besitzen könnten.  
Über Promotor-GUS-Analysen wurde die Expression von AtABP1 untersucht und mit 
der von DR5-GUS-Pflanzen verglichen. DR5 ist ein synthetisches auxinresponsives 
Promotorelement, welches aus früh auxininduzierten Genen abgeleitet wurde. Die 
Expression von PAtABP1:GUS und PDR5:GUS in Pflanzen unterschieden sich deutlich. So 
zeigte sich eine PAtABP1:GUS-Aktivität in den Kotyledonen, wobei der Bereich der Hydathoden 
ausgespart war. Die PDR5:GUS-Aktivität war dagegen vor allem im Bereich der Hydathoden 
zu beobachten. PAtABP1:GUS-Aktivität wurde auch in jungen, teilungsaktiven Blättern gezeigt. 
Dies deutet auf eine mögliche Funktion von ABP1 bei der Zellteilung hin. Die postulierte 
Verbindung von ABP1 und Streckungswachstum konnte in der Arbeit nicht bestätigt werden. 
In sich streckendem Geweben wurde keine PAtABP1:GUS-Aktivität beobachtet. Es besteht die 
Möglichkeit, dass neben dem ausgewählten Promotorbereich zusätzliche regulatorische 
Elemente wichtig für die Aktivität von AtABP1 sind, wodurch sich ein modifiziertes 
Expressionmuster ergeben könnte.  
Mögliche Interaktionspartner von ABP1 können einen Hinweis auf seine Funktion 
geben. Über die Bindung an den C-Terminus von ABP1 wurden fünf Proteine identifiziert: 
das peroxisomale Fettsäure ß-Oxidationsprotein, die putative Format-Tetrahydrofolat Ligase, 
die putative ATP-Citratlyase a Untereinheit, das putative Auxin- und Ethylen-regulierte 
Protein AER (auxin and ethylene regulated) und die putative 12-Oxophytodienoat 
Reduktase. Um eindeutige Aussagen über eine Interaktion mit ABP1 machen zu können, 
Zusammenfassung 
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müssen jedoch noch Bindungsstudien vorgenommen werden. Ebenso sollten über ektopisch 
exprimiertes Gesamtprotein ABP1-interagierende Proteine aufgereinigt werden. Hierzu 
wurde AtABP1 an den Strep-tag II gekoppelt und in Suspensionszellen von Arabidopsis 
überexprimiert. Diese zeigten mit vergrößerten Zellen und Zellkernen einen Phänotyp, der 
ZmABP1 überexprimierenden Tabakzellen glich. In diesem Ansatz konnte jedoch kein ABP1 
mit Strep-tag II aufgereinigt und dementsprechend auch keine interagierenden Proteine 






In addition to the auxin receptors TIR1, AFB1, AFB2 and AFB3, the auxin-binding protein 1 
(ABP1) is discussed as a receptor involved in auxin signalling. ABP1 genes were detected in 
all plant species analysed. Arabidopsis knock out mutants of ABP1 are embryolethal, 
indicating that ABP1 is essential for plant development. It was suggested that auxin interacts 
with ABP1 at a highly conserved auxin binding motif that includes the so-called boxes a, b 
and c. 
It was described previously that ABP1 plays a role in auxin induced protoplast 
swelling. In this study, it was shown that the amino residues of boxes a and c of ABP1 are 
required for auxin signalling of protoplast expansion. Furthermore, the disulfated pentapeptid 
phytosulfokine-α (PSK-α) induced protoplast swelling similar to auxin. Effects of auxin and 
PSK-α were both potassium-dependent. In addition the fluorescence of the membrane dye 
FM4-64 was reduced by indole-3-acetic acid in an ABP1-dependent manner and was also 
reduced by PSK-α. These results indicated that both, ABP1 and PSK-α, might have an 
influence on the cycling of the plasma membrane and may act through common signalling 
components. 
Promoter-GUS-analysis was used to study expression of AtABP1 which was 
compared to expression of the auxin-responsive promoter element DR5. Activities of 
PAtABP1:GUS and PDR5:GUS were found to be different. PAtABP1:GUS activity was detected in 
cotyledons except in the hydathode region whereas PDR5:GUS was exclusively expressed in 
hydathodes. PAtABP1:GUS activity was further detected in young leaves with high mitotic 
activity. These results indicated that ABP1 might be involved in cell division. Expression did 
not confirm a role for ABP1 in elongation since PAtABP1:GUS activity was absent from 
elongating tissue. It is however possible that promoter elements other than those present in 
the promoter region selected are important for regulation of AtABP1 expression which turn 
on ABP1 in elongating cells. 
Affinity chromatography was used to identify proteins that interact with ABP1. Two 
approaches were chosen. First, the C-terminus was used to bind interacting proteins. Five 
proteins were identified: a peroxisomal fatty acid β-oxidation protein, a putative formate-
tertahydratefolate ligase, a putative ATP citrate lyase a subunit, a putative auxin and 
ethylene regulated protein and a putative 12-oxophytodienoate reductase. To verify 
interaction with ABP1 in situ additional binding studies will have to be done. In a second 
approach, it was attempted to identify ABP1 interacting proteins using ectopically expressed 
strep-tag II-tagged ABP1. Arabidopsis suspension cells were transformed with a construct 
designed to ectopically overexpress strep-tag II-ABP1 fusion protein. Transformed cells 
showed enlarged cells and nuclei similar to the phenotype observed in tobacco cells 
overexpressing maize ABP1. However, it was not possible to isolate ABP1 or ABP1 binding 






Der Entdeckung von Phytohormonen folgte die Identifizierung und Charakterisierung von für 
die Perzeption wichtiger Rezeptoren. Rezeptoren für Abscisinsäure (ABA), Auxin, 
Brassinosteroid, Cytokinin, Ethylen, Gibberellinsäure (GA), Phytosulfokin-α (PSK-α) und 
Systemin wurden identifiziert. Sie lassen sich in verschiedene Rezeptortypen einteilen, die 
nachfolgend besprochen werden. 
 Als Phytohormonrezeptoren sind solche des Zweikomponentensystems bekannt. 
Sie sind membranständig und übermitteln als Dimer durch die Übertragung eines 
Phosphatrestes Signale über die Membran in ein angrenzendes Kompartiment (Klumpp und 
Krieglstein, 2002). Das in Bakterien beschriebene Zweikomponentensystem besteht aus 
einem Sensorprotein mit Histidinkinaseaktivität und einem Antwortregulatorprotein, auf das 
eine Phosphatgruppe des Sensorproteins übertragen wird. Durch die Phosphorylierung wird 
der Antwortregulator aktiviert und fungiert als Transkriptionsfaktor (Weiler, 2003). Pflanzen 
besitzen meist ein mehrstufiges Zweikomponentensystem bei dem das Sensorprotein und 
der Antwortregulator in einem Protein vereint sind und weitere nachgeschaltete Proteine 
über Phosphorylierung aktiviert werden (Hwang et al., 2002; Weiler, 2003).  
 Die bekannten Ethylenrezeptoren, wie ETR1, ETR2 (ethylene response), ERS1, 
ERS2 (ethylene response sensor) und EIN4 (ethylene insensitive) in Arabidopsis basieren 
auf diesem Zweikomponetensystem (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993; Hua et al., 
1995). Alle sind an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert (Chen 
et al., 2002, 2005). Es lassen sich zwei Typen unterscheiden. Die Typ I-Rezeptoren ETR1 
und ERS1 besitzen eine Histidinkinaseaktivität und entsprechen dem mehrstufigen 
Zweikomponentensystem. ETR2, ERS2 und EIN4, den Typ II-Ethylenrezeptoren, fehlt die 
Histidinkinaseaktivität (Chang et al., 1993; Hua et al., 1995). Ethylenrezeptoren bilden einen 
Komplex mit der Serin/Threonin Proteinkinase CTR1 (constitutive triple response; Clark et 
al., 1998; Cancel und Larsen, 2002; Gao et al., 2003), einer MAPKKK (mitogenaktivierte 
Proteinkinase-Kinase-Kinase), die als negativer Regulator wirkt (Kieber et al., 1993; Huang 
et al., 2003). Bindet Ethylen an die Ethylenrezeptoren werden diese und CTR1 inaktiviert und 
eine MAP-Kinase-Kaskade aktiviert. Dies wurde für Medicago truncatula und Arabidopsis 
thaliana gezeigt (Ouaked et al., 2003). EIN2, ein membranständiger Metalltransporter, ist das 
nächste bekannte Glied in der Ethylensignalkette (Alonso et al., 1999). Durch die aktive 
MAP-Kinase-Kaskade ist auch EIN2 aktiv und wirkt als Positivregulator (Alonso et al., 1999) 
in dem es den Abbau des Transkriptionsfaktors EIN3 verhindert. EIN3 ist einen Aktivator für 
ethyleninduzierte Gene (Guo und Ecker, 2003; Potuschak et al., 2003), die darauf hin 
1. Einleitung 
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transkribiert werden. Ohne Ethylen ist das an die Ethylenrezeptoren gebundene CTR1 aktiv 
und die MAP-Kinase-Kaskade wird nicht aktiviert (Kieber et al., 1993; Ouaked et al., 2003). 
EIN2 wird gehemmt und der Transkriptionsfaktor EIN3 wird über den Skp1/Cullin/F-box 
(SCF)-Komplex, einer E3 Ubiquitin Protein Ligase abgebaut, so dass eine Transkription 
unterbunden wird (Guo und Ecker, 2003; Potuschak et al., 2003). Die Beteiligung von CTR1 
am Ethylensignalweg wurde über Mutantenanalysen gezeigt. Wurde die Kinaseaktivität von 
CTR1 (Kieber et al., 1993) oder die Bindung von CTR1 an den Ethylenrezeptor (Gao et al., 
2003; Huang et al., 2003) gestört, zeigte sich die Wirkung von CTR1 als Negativregulator. 
Die Mutanten zeigten ohne Ethylenbehandlung die sogenannte Dreifachantwort mit einem 
verdickten, gestauchten Hypokotyl und der Ausbildung eines apikalen Hakens. Sie besaßen 
den gleichen Phänotyp wie mit Ethylen behandelte Keimlinge. 
Auch die Cytokininrezeptoren der CRE-Rezeptorfamilie mit CRE1/AHK4 (cytokinine 
response/arabidopsis histidine kinase), AHK2 und AHK3 gehören zu den Zweikomponenten-
rezeptoren (Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Yamada et al., 2001; Higuchi et al., 2004). 
Durch die Bindung von Cytokinin wird eine Phosphatgruppe der Histidinkinase des 
Rezeptors auf dessen Antwortregulatordomäne und anschließend auf ein 
Phosphotransferprotein übertragen (Suzuki et al., 2002; Ferreira und Kieber, 2005). Diese 
AHPs (arabidopsis histidine phosphotransferase protein) phosphorylieren 
Transkriptionsfaktoren, ARRs (arabidopsis response regulator), über die die 
cytokinininduzierte Genexpression gesteuert wird. Es gibt zwei Typen von ARRs. Typ-B 
ARRs besitzen eine DNA-Bindedomäne und wirken als Aktivator, wohingegen Typ-A ARRs, 
denen die DNA-Bindedomäne fehlt, als Negativregulator fungieren (Sakai et al., 2000, 2001; 
Hwang und Sheen, 2001).  
 In Pflanzen wurden daneben transmembrane LRR-RKs (leucine rich repeat 
receptor kinase) als Phytohormonrezeptoren identifiziert. Sie setzen sich aus einer 
extrazellulären LRR-Domäne (Kobe und Kajava, 2001) und einer intrazellulären 
Kinasedomäne zusammen, welche durch die Bindung eines Signalmoleküls phosphoryliert 
wird (Shin und Bleecker, 2001). In Tomate wurde der plasmamembranständige 
Brassinosteroidrezeptor BRI1 (brassinosteroid insensitive) entdeckt und als eine LRR-
Rezeptorkinase identifiziert (Li und Chory 1997; Cano-Delgado et al., 2004). Eine Mutation 
von BRI1 führt zu zwergwüchsigen Pflanzen. Der Phänotyp entspricht Pflanzen, denen 
Brassinolid fehlt (Clouse et al., 1996; Holton et al., 2007). BRI1 besitzt in der LRR-Domäne 
eine 70 Aminosäure lange Inseldomäne, an die das Brassinosteroid bindet (Li und Chory, 
1997; Friedrichsen et al., 2000; Kinoshita et al., 2005). BRI1 interagiert mit BAK1 (BRI1 
associated receptor kinase), einer LRR-RLK (leucine rich repeat receptor-like kinase), die 
jedoch keine Inseldomäne und somit keine Brassinosteroidbindestelle besitzt (Nam und Li, 
2002; Russinova et al., 2004). Durch die Bindung des Brassinosteroids an BRI1 
1. Einleitung 
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phosphorylieren sich beide gegenseitig (Wang et al., 2001, 2005). Dies führt über einen noch 
unbekannten Weg zur Dephosphorylierung und Aktivierung von BRZ1 (brassinozole 
resistant) und BES1 (bri1 EMS suppressor; Wang et al., 2002; Yin et al., 2002). Beide 
Proteine sind im Kern lokalisiert und regulieren die brassinosteroidinduzierte Genexpression. 
Dabei fungiert BRZ1 als Repressor und BES1 als Aktivator (He et al., 2005; Yin et al., 2005).  
 BRI1 fungiert auch als Rezeptor für Systemin (Montoya et al., 2002, Scheer und 
Ryan, 2002; Scheer et al., 2003), wobei Brassinosteroid und Systemin unterschiedliche 
Bindedomänen besitzen (Scheer et al., 2003). Nicht alle systemininduzierten Signalwege 
sind BRI1-abhängig (Holton et al., 2007). Die systemininduzierte Synthese von 
Proteinaseinhibitoren (Orozco-Cárdenas et al., 1993; Holton et al., 2007) und die bei 
Zellkulturen induzierte Alkalisierung des Mediums (Meindl et al., 1998) werden nicht über 
BRI1 gesteuert (Holton et al., 2007). Das systemininduzierte Wachstum von Wurzeln ist 
hingegen BRI1-abhängig (Holton et al., 2007).  
 Die Perzeption des disulfatierten Pentapeptids Phytosulfokin-α (PSK-α) erfolgt 
ebenfalls über eine membranständige LRR-Rezeptorkinase (Yang et al., 2000; Matsubayashi 
et al., 2006). PSK-α ist wie Systemin ein Peptid, welches über ein Präproprotein synthetisiert 
wird (Yang et al., 1999; Lorbiecke und Sauter, 2002). Die Sulfatierung ist entscheidend für 
seine Wirkung (Matsubayashi und Sakagami, 1996). PSK-α kommt in konditioniertem 
Medium von Suspensionzellen vor und bewirkt, dass sich Zellen in geringer Dichte häufiger 
teilen (Matsubayashi und Sakagami, 1996; Yang et al., 2000). Ebenso verstärkt es die 
Keimung von Tabakpollen in geringer Dichte (Chen et al., 2000). In vitro induziert PSK-α die 
Differenzierung von Zinnia elegans Mesophyllzellen zu Tracheen (Matsubayashi et al., 
1999b), sowie somatische Embryogenese bei Daucus carota, Cryptomeria japonica, Larix 
leptolepis und Zea mays (Hanai et al., 2000; Igasaki et al., 2003; Umehara et al., 2005; 
Ahmadabadi et al., 2007). LRR-RKs wurden in Daucus carota (Matsubayashi et al., 2002) 
und Arabidopsis thaliana (Matsubayashi et al., 2006) als die PSK-α-Rezeptoren DcPSKR1 
und AtPSKR1 identifiziert. Mutationen im PSK-α-Rezeptor AtPSKR1 führten zu 
Veränderungen bei Zellkulturen. Blätter von Atpskr1-Mutanten verlieren anders als 
Wildtypblätter mit dem Älterwerden die Fähigkeit zur Kallusbildung. Zellkulturen von jungen 
Blättern von Atpskr1-Mutanten reagieren nicht mehr wie Wildtypzellkulturen auf PSK-α. Die 
Atpskr1-Mutante kann durch die Expression von DcPSKR1 oder AtPSKR1 restauriert werden 
(Matsubayashi et al., 2006). 
 Für Abscisinsäure (ABA) wurden drei verschiedene Rezeptoren in Arabidopsis 
identifiziert. Als intrazellulärer ABA-Rezeptor wurde das RNA-bindende Protein FCA 
ermittelt, welches bei der Blühregulation wichtig ist (Razem et al., 2006). FCA alleine inhibiert 
die Akkumulation der mRNA des MADS-Box-Transkriptionsfaktors FLC (flowering locus C), 
einem Repressor der Blühinduktion (Michaels und Amasino, 1999; Sheldon et al., 2000). 
1. Einleitung 
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Ohne den Repressor wird die Blütenbildung induziert (Razem et al., 2006). Durch die 
Bindung von ABA an FCA wird die Blütenbildung verzögert, da die mRNA von FLC 
akkumuliert und der Transkriptionsfaktor als Repressor wirken kann. fca-Mutanten zeigten 
auch ohne ABA-Behandlung eine verzögerte Blühinduktion. Der ABA-Rezeptor FCA besitzt 
jedoch keinen Einfluss auf ABA-Effekte wie Samenruhe, Embryoentwicklung und 
Stomataregulation (Razem et al., 2006). ABAR (abscisic acid receptor), ein multifunktionales 
Protein, welches der Untereinheit der Magnesiumprotoporphyrin-IX-Chelatase im 
Chloroplasten entspricht, ist ebenfalls ein ABA-Rezeptor (Shen et al., 2006). Er besitzt eine 
spezifische Bindungsaffinität zu ABA. Das durch ABA induzierte Schließen der Stomata und 
das Inhibieren des Öffnens ist bei ABAR überexprimierenden Linien verstärkt. Sie sind 
hypersensitiv gegenüber ABA. Die Stomata von RNAi-Linien (RNA interference) können 
dagegen auch durch ABA-Behandlung nicht geschlossen werden. Die RNAi-Linien sind 
insensitiv gegenüber ABA. abar-Mutanten entwickeln unreife Samen, deren Embryonen letal 
sind (Shen et al., 2006). Der ABA-Rezeptor ABAR ist wichtig bei der Embryoentwicklung und 
bei der ABA-induzierten Stomataregulation. Die Signalweiterleitung ist noch nicht bekannt 
(Shen et al., 2006). GCR2 (G protein-coupled receptor) ist ein plasmamembranständiger 
extrazellulärer G-Protein gekoppelter ABA-Rezeptor (Liu et al., 2007). GCR2-
Überexpressionslinien besitzen einen hypersensitiven Phänotyp gegenüber ABA. Samen 
von gcr2-Mutanten zeigten keine Samenruhe, auch war die ABA-vermittelte 
Stomataregulation gestört. Um Stomata zu schließen und geschlossen zu halten, wird der 
Kaliumeinstrom durch ABA inhibiert (Ward et al., 1995; Wang et al., 2001). In gcr2-Mutanten 
wird der Kaliumeinstrom durch ABA nicht vermindert (Liu et al., 2007). gcr2-Mutanten sind 
demnach insensitiv gegenüber ABA. GCR2 interagiert mit einem heterotrimeren G-Protein. 
Nach einem Modell von Liu et al. (2007) löst sich durch die Bindung von ABA das G-Protein 
von GCR2 und der heteromere Komplex dissoziiert zu Gα und Gβγ, die das Signal über 
einen noch unbekannten Weg weiterleiten und den ABA-Effekt induzieren. 
 Der Gibberellin-Signalweg (GA) wird über einen SCF-Komplex reguliert. In Reis und 
Arabidopsis wurde gezeigt, dass GID1 (gibberellin insensitive dwarf), eine hormonsensitive 
Lipase, als GA-Rezeptor fungiert und den SCF-Komplex-abhängigen Proteinabbau der 
DELLA-Proteine induziert (Griffiths et al., 2007). DELLA-Proteine sind Repressoren im GA-
Signalweg (Ueguchi-Tanaka et al., 2005; Nakajima et al., 2006). In Arabidopsis sind drei 
Homologe von GID1 bekannt, AtGID1a, b und c (Nakajima et al., 2006; Griffiths et al., 2007). 
Eine gid1a/gid1b/gid1c Dreifachmutante reagierte nicht auf GA und zeigte einen starken 
Zwergwuchs (Griffiths et al., 2007; Willige et al., 2007). Zwergwuchs ist typisch für Mutanten, 
die in der GA-Biosynthese gestört sind. Zum Beispiel enthält die ga1-3 Mutante nur noch 1% 
des in Arabidopsis-Wildtyp gemessenen GA-Gehaltes (Zeevaart und Talon, 1992; 
Silverstone et al., 2001) und ist stark in Blatt-, Stängel- und Wurzelwachstum inhibiert. Auch 
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wurde in der Tripelmutante eine Akkumulation des DELLA-Proteins RGA (repressor of ga1-
3) beobachtet (Cao et al., 2006; Giffiths et al., 2007). Es wurde gezeigt, dass die DELLA-
Proteine RGA und GAI (GA insensitive) direkt mit den GID1-Proteinen interagieren (Griffiths 
et al., 2007; Willige et al., 2007). Sie werden GID1-vermittelt dem SCF-Komplex zum 
Proteinabbau zugeführt (Nakajima et al., 2006). 
 Auch für Auxin ist ein Signalweg über den SCF-Komplex-vermittelten Proteinabbau 
bekannt. Die F-Box Proteine TIR1 (transport inhibitor response) und AFB1, AFB2 und AFB3 
(auxin signalling F-box protein) sind Auxinrezeptoren (Dharmasiri et al., 2005a, b; Kepinski 
und Leyser, 2005). Ihre Funktion wird unter 1.3. genauer beschrieben. Für Auxin ist neben 
der F-Box Rezeptorfamilie ein weiteres Protein bekannt, das Auxin bindet, das Auxin-
bindende Protein 1 (ABP1; Löbler und Klämbt, 1985; Shimomura et al., 1986; Palme et al., 
1992; Napier, 1992; Diekmann et al., 1995). Auf welchem Weg die Signaltransduktion von 
ABP1 aus erfolgt, ist noch nicht bekannt. ABP1 wird genauer unter 1.4. behandelt. 
1.2. Auxin – Synthese, Transport und Wirkung 
Bioaktive Auxine zeichnen sich durch ein planares, aromatisches Ringsystem und eine 
Carboxylgruppe aus. In Pflanzen ist Indol-3-Essigsäure (indole-3-acetic acid, IAA) das 
häufigste und physiologisch wichtigste Auxin. IAA wird über einen Tryptophan-abhängigen 
Weg über verschiedene Vorläufermoleküle und Enzyme synthetisiert (Abbildung 1; 
Woodward und Bartel, 2005). In Arabidopsiskeimlingen wurde das IAA-Vorläufermolekül 
Indol-3-Acetamid nachgewiesen (Pollmann et al., 2002), welches in vitro durch die 
Amidohydrolase in IAA umgewandelt wird (Pollmann et al., 2003). Ebenso wurde gezeigt, 
dass Indol-3-Acetonitril in Arabidopsis (Normanly et al., 1993; Ilić et al., 1996) und in Mais 
(Park et al., 2003) vorkommt und über Nitrilasen in IAA umgewandelt wird (Park et al., 2003). 
Ebenso wird auch ein Tryptophan-unabhängiger Weg beschrieben, in dem IAA aus Indol 
synthetisiert wird. Dieser Weg könnte wichtig für die Grundversorgung an IAA sein 
(Normanly et al., 1993; Ribnicky et al., 2002; Sztein et al., 2002; Ilić und Cohen, 2004). 
Neben den unterschiedlichen Synthesewegen wurde gezeigt, dass IAA nur zu einem Prozent 
aktiv in der Pflanze vorliegt (Normanly et al., 1993; Tam et al., 2000). Bis zu 90% der IAA 
kommen als Aminosäure-Konjugate vor. IAA-Alanin ist hauptsächlich in der Wurzel, IAA-
Leuzin im Spross, IAA-Aspartat und IAA-Glutamat in Blättern lokalisiert (Tam et al., 2000; 
Kowalczyk und Sandberg, 2001). Ebenso ist ein 35 kDa Protein aus Phaseolus vulgaris als 
IAA-Speicherprotein bekannt (Ljung et al., 2002; Walz et al., 2002). In dieses Protein sind 
IAA-konjugierte Aminosäuren eingebaut und es besitzt eine Protein/IAA-Korrelation von 2/1 
(Walz et al., 2002). Es kommt als Speicherprotein in Samen vor (Cohen et al., 1988; Walz et 
al., 2002) und wurde in der Endomembranfraktion nachgewiesen (Seidel et al., 2005). Bis zu 
10% der gesamten IAA liegen als IAA-Glukose vor (Tam et al., 2000; Jakubowska und 
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Abbildung 1: Vereinfachtes Modell des IAA-Metabolismus von Arabidopsis. IAA kann Tryptophan-
unabhängig aus Indol oder Tryptophan-abhängig aus Tryptophan über verschiedene Zwischenstufen 
gebildet werden. Gestrichelte Pfeile markieren Wege über mehrere Enzyme, durchgehende Pfeile 
entsprechen einem enzymatischen Syntheseschritt. IAA kann über Aminosäure- und Glukose-
Konjugate oder als IAA-35 kDa Protein vorübergehend inaktiviert und gespeichert werden. Über die 
Oxidation des Indolringes wird IAA inaktiviert und abgebaut (modifiziert nach Woodward und Bartel, 
2005). 
 
 Eine Besonderheit des Phytohormons IAA ist sein polarer Transport vom apikalen 
Bildungsort zum basalen Wirkort wie der Wurzel. Der Transport von IAA kann über Diffusion 
oder vermittelt über Carrier erfolgen. Proteine der AUX1-Familie (auxin-resistant1) sind 
Influx-Carrier von IAA (Lomax et al., 1995; Bennett et al., 1996; Swarup und Bennett, 2003; 
Kleine-Vehn et al., 2006). Sie sind asymmetrisch über die Plasmamembran verteilt und 
erleichtern den direktionalen Auxintransport (Swarup et al., 2001, 2004). PIN-Proteine (pin-
formed; Gälweiler et al., 1998; Palme und Gälweiler, 1999) vermitteln aktiven und polaren 
Transport von Auxin als Efflux-Carrier. In Arabidopsis sind acht PIN-Gene bekannt (Gälweiler 
et al., 1998; Paponov et al., 2005), die individuell in verschiedenen Geweben und Zellen in 
unterschiedlichen Entwicklungsstadien exprimiert werden (Gälweiler et al., 1998; Friml et al., 
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2002). PIN1, 2, 3, 4, 6 und 7 sind an der Plasmamembran aktiv (Blilou et al., 2005), 
wohingegen PIN5 und PIN8 Auxin in das ER transportieren (Jiří Friml, Universität Gent, 
Belgien, unveröffentlicht). P-Glykoproteine sind ABC-Transporter und dienen als Efflux- 
(PGP1 und PGP19) und Influx-Transporter (PGP4) von IAA an der Plasmamembran (Noh et 
al., 2001; Geisler et al., 2003; 2005; Terasaka et al., 2005; Geisler und Murphy, 2005). Die 
Aktivität von PIN-Proteinen (Geldner et al., 2001, 2003; Friml, 2003; Paciorek et al., 2005) 
und P-Glykoproteinen (Murphy et al., 2002; Geisler et al., 2003) wird über endozytotisches 
Zyklieren der Plasmamembran reguliert. Für PIN-Proteine ist gezeigt worden, dass sie von 
Endosomen in Vesikeln zur Plasmamembran und in partiell ummantelten Vesikeln zurück zu 
Endosomen zyklieren (Geldner et al., 2001; Peer et al., 2004). GNOM, ein GDP/GTP 
Austauschfaktor (Busch et al., 1996; Steinmann et al., 1999) markiert Vesikel, mit denen 
PIN-Proteine transportiert werden. Wie diese Markierung funktioniert ist noch nicht bekannt 
(Donaldson und Jackson, 2000; Geldner et al., 2003). PID (pinoid), eine Serin/Threonin 
Proteinkinase (Bennett et al., 1995; Christensen et al., 2000; Benjaminis et al., 2001) 
kontrolliert die polare Lokalisation der jeweiligen PIN-Proteine (Friml et al., 2004). Auxin 
selbst reguliert das Zyklieren der PIN-Proteine. Durch Auxin wird die Endozytose von PIN-
Proteinen inhibiert. Als Folge akkumulieren PIN-Proteine an der Plasmamembran und Auxin 
wird verstärkt polar transportiert (Paciorek et al., 2005).  
 Polarer Auxintransport und die daraus resultierenden Auxingradienten sind 
entscheidend für Organogenese und Differenzierung. PIN-Proteine vermitteln zum Beispiel 
die Differenzierung von Wurzel- und Sprossmeristemen im Embryo (Friml et al., 2003). Im 
Zweizellstadium wird durch PIN7 Auxin in die embryonalen Zellen transportiert, wodurch 
diese als apikale Zellen markiert werden. Im globulären Stadium sind PIN1 und PIN4 an der 
basalen Seite im Inneren des Embryos lokalisiert. Durch den gerichteten Auxintransport zum 
Suspensor wird im basalen Bereich das Wurzelmeristem angelegt. Im Herzstadium wird 
durch PIN1 verstärkt Auxin in zwei seitlich apikale Bereiche transportiert und die erhöhte 
Auxinkonzentration definiert dadurch den Bildungsort der Kotyledonen (Friml et al., 2003). 
Auch die Lage der Blattprimordien im Apikalmeristem wird durch den PIN-induzierten 
Auxingradienten bestimmt (Heisler et al., 2005). Weitere Auxin-vermittelte Effekte sind die 
Apikaldominanz der Sprosse, die Ausbildung von Seitenwurzeln, der Blattfall, die Fruchtreife, 
die Embryogenese, die mit Photo- und Gravitropismus verbundene Förderung des 
Streckungswachstums von Sprossen und die Hemmung des Längenwachstums von 
Wurzeln.  
 Als klassischer Auxineffekt wird die Förderung des Streckungswachstums von 
Koleoptilen betrachtet (Hager et al., 1971; Rayle, 1973; Rayle und Cleland, 1977, 1992). 
Während der Streckung einer Zelle erfolgt zuerst eine transiente auxininduzierte 
Depolarisation der Plasmamembran (Felle et al., 1991). Auxin aktiviert 
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plasmamembranständige Protonenpumpen (Marrè et al., 1974; Haschke und Lüttge, 1975; 
Cleland, 1976; Hager et al., 1991). Der verstärkte Efflux von Protonen hat eine 
Hyperpolarisation der Plasmamembran und die Ansäuerung des Apoplasten zur Folge. Ein 
gesteigerter Kaliumimport über Kaliumkanäle sorgt für einen Ladungsausgleich (Haschke 
und Lüttge, 1975). Das osmotisch aufgenommene Wasser führt zum Turgoranstieg in der 
Zelle. Durch die Ansäuerung des Apoplasten werden Expansine aktiviert (McQueen-Mason 
et al., 1992), welche nicht-kovalente Bindungen zwischen Zellulosen und Xyloglukanen 
lösen. Die Zellwand dehnt sich, was zur Zellstreckung führt (Cosgrove et al., 2002). Die 
Aktivität der plasmamembranständigen H+-ATPasen wird über endozytotisches Zyklieren 
reguliert (Geldner et al., 2001; Baluška et al., 2002). Für Kaliumkanäle wird das gleiche 
diskutiert (Hurst et al., 2004; Fuchs et al., 2006). 
 Viele der auxininduzierten physiologischen Effekte werden über auxinvermittelte 
Genexpression gesteuert. Auxin induziert die Akkumulation von Transkripten dreier Gen-
Familien. SAURs (small auxin-up RNAs) gehören zu den schnell auxininduzierten Genen 
(Walker und Key, 1982; McClure und Guilfoyle, 1987; Gil et al., 1994; Johnson et al., 2000). 
AAM1 (abolished apical hook maintenance), ein SAUR-Gen aus Arabidopsis, wird in der 
inneren Seite des apikalen Hakens von etiolierten Keimlingen exprimiert. Bei einer AAM1 
Überexpression wird kein apikaler Haken mehr gebildet. AAM1 scheint somit in die 
Entwicklung des apikalen Hakens involviert zu sein (Park et al., 2007). Die Akkumulation der 
GH3 (Gretchen Hagen) und GH3-ähnlichen Transkripte wird ebenfalls durch Auxin induziert 
(Hagen et al., 1984; Staswick et al., 2005). Einige der GH3-Gene kodieren für IAA-Amido-
Synthetasen und bilden IAA-Aminosäure-Konjugate. Zum Beispiel bildet GH3.6 das IAA-
Konjugat IAA-Aspartat (Staswick et al., 2005). Für andere GH3s ist kein Zusammenspiel mit 
Auxin bekannt. Sie sind an der Konjugation oder Adenylierung von Aminosäuren mit anderen 
Molekülen, wie zum Beispiel Jasmonsäure beteiligt (Straswick et al., 2002; Straswick und 
Tiryoki, 2004). Aux/IAAs (auxin/indole-3-acetic acid proteins) gehören ebenfalls zu den 
schnell auxininduzierten Genen. In Arabidopsis sind 29 Aux/IAAs bekannt (Liscum und 
Reed, 2002; Remington et al., 2004). Alle besitzen 4 konservierte Domänen, die für ihre 
Wirkung als Repressor (Tiwari et al., 2004), ihre Stabilität (Worley et al., 2000; Gray et al., 
2001; Ouellet et al., 2001; Ramos et al., 2001), sowie die Bildung von Homo- oder 
Heterodimeren mit ARFs (auxin response factor) entscheidend sind (Kim et al., 1997; 
Ulmasov et al., 1999; Hardtke et al., 2004). Die unterschiedlichen Aux/IAA Homo- und 
Heterodimere sind in verschiedenen Entwicklungsstadien wichtig. So ist zum Beispiel 
BDL/IAA12 (Bodenlos) in die Embryonalentwicklung involviert (Hamann et al., 1999, 2002). 
bdl/iaa12-Mutanten zeigen Deformationen im Wurzelmeristem. Homozygote Keimlinge 
entwickeln keine Wurzel (Hamann et al., 2002). Aux/IAAs wirken als Repressoren für 
auxininduzierte Gene (Abbildung 2). Aux/IAA-Proteine binden an ARFs (Abel et al., 1994; 
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1995; Ulmasov et al., 1997), die wiederum als Repressor oder Aktivator für auxininduzierte 
Gene fungieren (Ulmasov et al., 1999; Tiwari et al., 2003). Aux/IAAs werden 
auxinrezeptorvermittelt abgebaut, wodurch eine auxininduzierte Genexpression möglich wird 
(Abbildung 2).  
1.3. Die F-Box Auxinrezeptor-Familie 
Erst vor kurzer Zeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem F-Box Protein TIR1 um 
einem Auxinrezeptor handelt (Dharmasiri et al., 2005a; Kepinski und Leyser, 2005). TIR1 als 
F-Box Protein ist Bestandteil eines SCF-Komplexes. Es sind weitere Homologe von TIR1, 
die Auxin-F-Box Proteine 1 bis 3 (AFB1 bis 3) bekannt (Dharmasiri et al., 2005b). TIR1 
vermittelt die Auxinantwort über den Abbau von spezifischen Transkriptionsfaktoren 
(Abbildung 2).  
 
 
Abbildung 2: Modell des Auxinsignalweges über den SCFTIR1-Komplex als Auxinrezeptor in 
Arabidopsis thaliana. A Die Transkription von auxinregulierten Genen über ARFs wird bei geringen 
Auxinkonzentrationen durch Aux/IAA Proteine blockiert. B Bei hohen Auxinkonzentrationen bindet 
Auxin an das F-Box Protein TIR1. Durch die Auxinbindung bindet der SCFTIR1-Komplex an Aux/IAA 
und induziert deren Ubiquitinierung und somit den Abbau des Proteins über das 26S Proteasom. Die 
über ARFs-regulierten Gene werden transkribiert. NM: Kernmembran (aus Bishopp et al., 2006). 
 
Der SCFTIR1-Komplex bindet spezifisch an Aux/IAA Proteine (Dharmasiri et al., 2005a; 
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Kepinski und Leyser, 2005), die als Repressoren für ARFs wirken. ARFs sind wiederum 
Repressoren oder Aktivatoren für auxinregulierte Gene (Ulmasov et al., 1997, 1999). Die 
Bindung des SCFTIR1-Komplexes an Aux/IAA Proteine ist auxinabhängig (Dharmasiri et al., 
2005a; Kepinski und Leyser, 2005). Auxin wirkt als eine Art „molecular glue“ (Tan et al., 
2007) zwischen TIR1 und Aux/IAA Proteinen, indem es eine polare Tasche von TIR1 
verschließt und dadurch die Interaktion begünstigt (Tan et al., 2007). Aux/IAA Proteine 
interagieren mit TIR1 über die Degron-Region. Die Degron-Region markiert Proteine für den 
Proteinabbau (Varshawsky et al., 1991). Alle 29 Aux/IAA Proteine besitzen diese hoch 
konservierte Degron-Region (Ramos et al., 2003). TIR1 besitzt zusätzlich den Kofaktor 
Inositol-Hexakisphosphat, welcher stabilisierend auf die Tertiärstruktur wirkt (Tan et al., 
2007). Nachdem das Aux/IAA Protein gebunden wurde, wird es ubiquitiniert und so markiert, 
im Proteasom abgebaut. Als Folge werden auxininduzierte Gene exprimiert. Welche 
auxininduzierten Gene über die F-Box Auxinrezeptor-Familie reguliert werden, ist noch nicht 
bekannt. 
 Einfach- oder Doppelmutanten der F-Box Rezeptorfamilie zeigten kaum eine 
phänotypische Veränderung (Dharmasiri et al., 2005b). Bei Tripel- und Quadrupelmutanten 
wurden dagegen phänotypische Veränderungen beobachtet (Dharmasiri et al., 2005b). Fast 
die Hälfte dieser Mutanten war stark im Wachstum beeinträchtigt. Sie bildeten keine Wurzeln 
aus, das Hypokotyl war stark gestaucht, zum Teil wurde nur ein Kotyledon gebildet. Die 
Keimlinge zeigten kein Längenwachstum im Dunkeln und starben ab. Bis zu 15% der 
Dreifach- und Vierfachmutanten hatten verkürzte Wurzeln und Hypokotyle. Tropistische 
Reaktionen waren gestört. Keimlinge zeigten ebenfalls kein Längenwachstum im Dunkeln. 
Auch die Ausbildung des apikalen Hakens blieb aus. Später starben die Keimlinge ab. Die 
übrigen Keimlinge waren im Gravitropismus gestört, bildeten nur verkürzte Wurzelhaare aus 
und im Dunkeln bildete sich kein apikaler Haken. Diese Keimlinge entwickelten sich zu 
fertilen Pflanzen mit gestauchter Infloreszenz (Dharmasiri et al., 2005b). 
 Die Auxinrezeptoren der F-Box-Familie vermitteln die Auxinantwort über 
Genexpression. Reaktionen über diesen Signalweg sind frühestens in Form von 
Transkription nach 5 Minuten zu erwarten (Badescu und Napier, 2006). Schnellere 
Reaktionen, wie die auxininduzierte Hyperpolarisation der Plasmamembran scheinen über 
einen weiteren Signalweg aktiviert zu werden. 
1.4. Das Auxin-bindende Protein 1 
Das Auxin-bindende Protein 1 (ABP1) wurde erstmals in Membranfraktionen von 
Maiskoleoptilen beschrieben (Hertel et al., 1972). Auf Grund seiner hohen Affinität zu 
Auxinen wurde postuliert, dass es sich bei ABP1 um einen Auxinrezeptor handeln könnte 
(Löbler und Klämbt, 1985; Feldwisch et al., 1992; Palme et al., 1992). ABP1 besitzt eine 
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hohe Bindungsaffinität zu verschiedenen Auxinen wie IAA und 1-Naphthylessigsäure (1-
naphthyl acetic acid, 1-NAA; Edgerton et al., 1994). ABP1 kodierende cDNAs wurden in Mais 
(Hesse et al., 1989; Inohara et al., 1989), Arabidopsis (Palme et al., 1992), Tabak (Jones, 
1994; Shimomura et al., 1999), Erdbeere (Jones, 1994) und Olive (Hu et al., 2006) 
nachgewiesen. Auch im Hornzahnmoos (Ceratodon purpurea) wurde ein homologes ABP1-
Gen gefunden (Napier et al., 2002). ABP1 scheint eine Funktion zu besitzen, die für alle 
Landpflanzen wichtig ist, da es bereits im Hornzahnmoos zu finden ist (Napier et al., 2002). 
In Abbildung 3 sind ABP1-Sequenzen aus verschiedenen mono- und dikotylen Pflanzen 
gezeigt. 
 











































































Abbildung 3: Vergleich der ABP1-Proteinsequenzen von Zm (Zea mays), Av (Avena sativa), At 
(Arabidopsis thaliana), Nt (Nicotiana tabacum), Sl (Solanum lycopersicum), Fa (Fragaria x ananassa) 
und Cp (Ceratodon purpurea). Konservierte Aminosäuren sind schwarz hinterlegt. Umrahmt sind die 
hochkonservierten Boxen a, b, c, der C-Terminus und die Signalsequenz von ABP1 (nach Napier et 
al., 2002). Aminosäuren, die mit Auxin direkt () oder über Zink () binden, sowie die glykosylierten 
Aminosäuren (G) wurden markiert (nach Woo et al., 2002). 
 
 ABP1 besitzt eine N-terminale Signalsequenz und die drei hochkonservierten 
Boxen a, b und c (Abbildung 3). Aminosäuren der Box a sind Teil der Auxinbindetasche und 
die Aminosäuren Threonin 93 und Prolin 94 interagieren mit dem Ringsystem des 
gebundenen Auxins. Dies wurde über die Kristallstruktur von ZmABP1 gezeigt (Woo et al., 
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2002). Für Box c wurde eine IAA-Bindung über photoaktivierte IAA nachgewiesen (Brown 
und Jones, 1994). Der hochkonservierte C-Terminus enthält das KDEL-Retentionsmotiv für 
das ER (Munro und Pelham, 1987; Napier et al., 1992). ABP1 ist glykosyliert (Massotte et al., 
1995; Woo et al., 2002) und für ZmABP1 wurde eine Disulfidbrücke nachgewiesen, welche 
wichtig für die Sekundärstruktur sein könnte. Feckler et al. (2001) wiesen eine Disulfidbrücke 
zwischen den Cysteinen 41 und 100 nach. Dagegen identifizierten Napier et al. (2002) und 
Woo et al. (2002) eine Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen 41 und 193.  
 Über die Kristallstruktur von ZmABP1 wurde gezeigt, dass ein Zinkion in der 
Auxinbindetasche an der Bindung der Carboxylgruppe von 1-NAA beteiligt ist. Die 
zinkbindenden Aminosäuren befinden sich hauptsächlich in Box a (Abbildung 3; Woo et al., 
2000, 2002). ABP1 ist als Homodimer aktiv (Woo et al., 2002) und gehört zu der 
Superfamilie der Germine, die als Speicherprotein in Samen vorkommen (Dunwell et al., 
2000). 
 ABP1 ist entsprechend dem KDEL-Retentionsmotiv hauptsächlich im ER lokalisiert 
(Henderson et al., 1997). Auf Grund des neutralen pH-Wertes im ER (Wilson et al., 1993) 
besitzt es hier jedoch nur eine geringe Affinität zu IAA (Tian et al., 1995). Über 
Bindungsstudien an Plasmamembranvesikeln (Schiebl et al., 1997) und Immunogold-
markierung von ABP1 (Jones und Herman, 1993; Diekmann et al., 1995) konnte das Protein 
auch in geringen Mengen extrazellulär an der Plasmamembran nachgewiesen werden. 
ABP1 besitzt seine höchste Bindungsaffinität zu IAA bei einem pH-Wert von 5,5 (Löbler und 
Klämbt, 1985; Edgerton et al., 1994). Somit könnte ABP1 an der Plasmamembran Auxin 
besonders effektiv binden. 
 In Arabidopsis thaliana gibt es nur ein ABP1-Gen. Wurde dieses ausgeschaltet, 
erwiesen sich abp1-Mutanten als embryoletal (Chen et al., 2001b). Die Embryonen 
entwickelten sich nur bis zum frühen globulären Stadium. NtABP1-antisense-Linien von BY-
2-Tabakzellkulturen (bright yellow), die eine verringerte Menge an ABP1 mRNA besaßen, 
zeigten ein reduziertes Längenwachstum. Auch reagierten die Zellen nicht mehr auf 1-NAA 
(Chen et al., 2001a). ZmABP1-Überexpressionslinien von Tabakzellkulturen zeigten 
dagegen ein leicht erhöhtes Längenwachstum und waren oktaploid (Chen et al., 2006). 
 Mehrere Ergebnisse deuten darauf hin, dass ABP1 als Auxinrezeptor dienen 
könnte. Auxin induziert eine Hyperpolarisation der Plasmamembran (Ephritikhine et al., 
1987). Wurde ABP1 durch einen Anti-ABP1 Antikörper inhibiert, konnte durch eine 
Auxinapplikation keine Hyperpolarisation mehr induziert werden (Barbier-Brygoo et al., 
1989). Eine Auxinapplikation führte bei Protoplasten zu einer sofortigen 
Nettovolumenzunahme (Steffens und Lüthen, 2000). Ein vorher applizierter Anti-ABP1 
Antikörper hemmte auch hier die auxininduzierte Volumenzunahme (Steffens et al., 2001). 
Ein Antikörper, der gegen die Box a und somit gegen Teile der Auxinbindetasche gerichtet 
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ist, imitierte eine Auxinbindung an ABP1. Bei Protoplasten induzierte dieser Antikörper eine 
auxinähnliche Hyperpolarisation (Venis et al., 1992; Leblanc et al., 1999a) und eine 
auxinähnliche Nettovolumenzunahme (Steffens et al., 2001).  
 Die Applikation eines C-terminalen Peptids von ABP1 alleine induzierte wie Auxin 
eine Hyperpolarisation der Plasmamembran (Leblanc et al., 1999b; David et al., 2001). Das 
C-terminale Peptid löste ebenfalls eine Volumenzunahme von Protoplasten aus. Wurde 
dagegen ein Antikörper gegen den C-Terminus von ABP1 appliziert, konnte IAA keine 
Volumenzunahme mehr hervorrufen (Steffens et al., 2001). Auxin führt durch die Aktivierung 
von plasmamembranständigen einwärtsgerichteten Kaliumkanälen zum Öffnen der Stomata 
(Thiel et al., 1993). Versuche mit Stomata deuten ebenfalls auf eine Rolle von ABP1 im 
Auxinsignalweg hin. Das C-terminale Peptid von ABP1 bewirkte die Aktivierung von 
plasmamembranständigen Kaliumkanälen in Stomata (Thiel et al., 1993).  
 Da ABP1 keine bekannte transmembrane Domäne besitzt, wurde ein docking-
protein Modell postuliert, welches die Wirkung von ABP1 an der Plasmamembran erklären 
soll (Klämbt, 1990; MacDonald, 1997). Der durch IAA-Bindung exponierte C-Terminus von 
ABP1 interagiert mit einem Protein (Napier und Venis, 1990). Dieses Protein selbst, oder der 
mit ihm interagierende Proteinkomplex, soll plasmamembranassoziiert sein und das 
Auxinsignal weiterleiten. Für diese Hypothese sprechen die Nachweise von ABP1 an der 
Plasmamembran über Immunogoldmarkierung (Diekmann et al., 1995) und die spezifische 
Bindung von ABP1 an isolierte Plasmamembranvesikel (Schiebl et al., 1997). Ein möglicher 
Interaktionspartner von ABP1 ist ein Glykosylphosphatidylinositol-verankertes plasma-
membranständiges Protein, welches über Photoaffinitätsvernetzung mit einem C-terminalen 
Peptid von ABP1 identifiziert wurde (Shimomura, 2006). Eine Bindung von ABP1 mit diesem 
Protein muss jedoch noch bestätigt werden. Es ist somit letztlich nicht geklärt, wie der 
Signalweg von ABP1 aussieht. 
 Durch die F-Box Auxinrezeptor-Familie können Auxinreaktionen, die über 
Genregulation erfolgen, erklärt werden. Diese Reaktionen sind abhängig von der 
Genexpression und der nachfolgenden Proteinsynthese. Veränderungen in der 
Transkriptmenge von Aux/IAA und SAURs wurde schon nach fünf Minuten gemessen (Abel 
und Theologis, 1996). Auch eine Steigerung der MAP-Kinaseaktivität konnte 5 Minuten nach 
Auxinapplikation gemessen werden (Mockaitis und Howell, 2000). Es gibt jedoch 
Auxinreaktionen, die schon nach ein bis zwei Minuten messbar sind, wie die Aktivierung von 
plasmamembranständigen H+-ATPasen und Kaliumkanälen sowie die Hyperpolarisation der 
Plasmamembran von Protoplasten. Diese Reaktionen erfolgen alle an der Plasmamembran 
und sind nicht über eine intrazelluläre, F-Box Auxinrezeptor-Familie-vermittelte 
Genexpression zu erklären. Für diese schnellen Auxinreaktionen könnte dagegen ABP1 als 




Das Auxin-bindende Protein 1 (ABP1) wurde über seine Bindung an Auxin identifiziert (Hertel 
et al., 1972). ABP1 konnte in allen darauf untersuchten Pflanzen nachgewiesen werden 
(Napier, 2002). In Arabidopsis ist das Ausschalten des einzigen ABP1-Gens embryoletal 
(Chen et al., 2001b). Somit ist ABP1 essentiell für die Entwicklung von Pflanzen. Für ABP1 
wird eine Funktion als Auxinrezeptor diskutiert (Palme et al., 1992). Eine biochemische 
Funktion des Proteins wurde bisher jedoch noch nicht gezeigt. 
 In dieser Arbeit sollte die Funktion von ABP1 näher untersucht werden. Die 
Lokalisation eines Proteins oder des kodierenden Gens können Rückschlüsse auf dessen 
Funktion geben. Um mögliche Wirkorte von ABP1 in der Pflanze zu identifizieren, sollte die 
Expression von AtABP1 über Promotor-GUS-Analysen in Arabidopsis thaliana untersucht 
und zellspezifisch sowie entwicklungsabhängig beobachtet werden. 
 Die Identifizierung von Interaktionspartner kann ebenfalls einen Hinweis auf die 
Funktion eines Proteins geben. So sollte der C-Terminus von ABP1, der als mögliche 
Interaktionsdomäne gilt (Thiel et al., 1993; Leblanc et al., 1999b; Steffens et al., 2001), 
verwendet werden, um damit interagierende Proteine aus Koleoptilen aufzureinigen. In 
früheren Versuchen wurde gezeigt, dass ABP1 in Koleoptilen aktiv ist, weshalb diese als 
Versuchsmaterial geeignet erschienen. Da weitere Interaktionsdomänen nicht 
auszuschließen sind, sollte in einem zweiten Ansatz das gesamte native AtABP1 zur 
Aufreinigung von interagierenden Proteinen verwendet werden. Hierzu sollte AtABP1 an 
Strep-tag II gekoppelt und in Zellkulturen von Arabidopsis überexprimiert werden. Über den 
Strep-tag II sollte es möglich sein, AtABP1 als Komplex mit interagierenden Proteinen 
aufzureinigen. Zellkulturen wurden als Versuchmaterial gewählt, da deren Teilung und das 
Wachstum auxinabhängig ist, wodurch sie als Wirkort für den potentiellen Auxinrezeptor 
ABP1 in Betracht kommen. Auch wurde gezeigt, dass die Überexpression von ABP1 das 
Wachstum von Tabakzellen verstärkt und ABP1 somit dort eine Funktion zu besitzen scheint 
(Chen et al., 2001a). 
 ABP1 gilt als Signalübermittler in der von Auxin ausgelösten Volumenzunahme von 
Protoplasten (Steffens et al., 2001). Bestimmte Aminosäuren, die sich in den hoch 
konservierten, als Box a und Box c bezeichneten Bereichen der Auxinbindetasche befinden, 
sind für die Auxinbindung wichtig (Brown und Jones, 1994; Woo et al., 2002). Auch wurde 
über einen Antikörper, der gegen die Box a gerichtet ist, gezeigt, dass Box a von ABP1 für 
dessen Wirkung auf Protoplastenexpansion eine Rolle spielt (Steffens et al., 2001). In dieser 
Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit Box c ebenfalls an der durch ABP1-vermittelten 
Auxinwirkung beteiligt ist. Dazu sollte ein Antikörperfragment, das hauptsächlich an Box c 
bindet, verwendet werden.  
Es wird vermutet, dass ABP1 als extrazellulärer Rezeptor wirken könnte (Barbier-
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Brygoo et al., 1989). Das disulfatierte Pentapeptid Phytosulfokin-α (PSK-α) wird über einen 
plasmamembranständigen Rezeptor perzipiert (Matsubayashi et al., 2002, 2006). Es sollte 
untersucht werden, ob PSK-α eine Wirkung auf Protoplasten besitzt und deren Volumen 
verändert. Weiterhin sollte geprüft werden, ob diese Wirkung mit der über ABP1 vermittelten 
Wirkung von Auxin vergleichbar ist.  
 Auxin beeinflusst das Zyklieren der Plasmamembran (Paciorek et al., 2005). An 
Protoplasten sollte das Zyklieren mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs FM4-64 beobachtet 
werden. Hierbei sollte untersucht werden, ob über ABP1 oder über PSK-α das Zyklieren 
beeinflusst werden kann. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
Chemikalien, Enzyme und Kits stammten, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen 
Boehringer (Mannheim, Deutschland), Duchefa Biochemie (Haarlem, Niederlande), 
Eurogentec (Seraing, Belgien), GE Healthcare (Freiburg, Deutschland), Invitrogen 
(Karlsruhe, Deutschland), MBI-Fermentas (Leon-Roth, Deutschland), Merck (Darmstadt, 
Deutschland), Promega (Mannheim, Deutschland), Qiagen (Hilden, Deutschland), Roche 
(Mannheim, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Serva Electrophoresis GmbH 
(Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), VWR (Darmstadt, 
Deutschland). 
 Für alle Lösungen und Medien wurden, wenn nicht anders beschrieben, ddH2O aus 
einer SG-Reinstwasser System Anlage (SG-Wasseraufbereitung und Regeneration GmbH, 
Hamburg, Deutschland) verwendet. 
 
2.2. Pflanzenmaterial und Anzucht 
2.2.1. Arabidopsis thaliana (L.) 
Das Saatgut von Arabidopsis thaliana des Ökotyps Columbia-0 wurde ursprünglich von 
GABI-KAT (Max-Planck-Institut, Köln, Deutschland) bezogen. Die DR5-Promotor-GUS-
Mutante wurde von Tim Ulmasov (Missouri University, Columbia, USA) zur Verfügung 
gestellt. Zur Transformation und Untersuchung von transformierten Arabidopsis-Pflanzen 
wurden 4 bis 5 Pflanzen pro Topf in 1:1 Sand/Humus-Gemisch angezogen. Die Samen 
wurden einer Stratifikation für 2 d bei 4°C unterzogen, um eine gleichmäßigere Keimung zu 
gewährleisten. Die Anzucht erfolgte unter Langtagbedingungen mit 16 h Licht, 70 µM 
Photonen/m2s und 22°C. Unter diesen Bedingungen erfolgte die Blühinduktion nach 3 bis 4 
Wochen. Etiolierte Keimlinge wurden nach der Stratifikation für 10 h belichtet und 
anschließend dunkel bei 24°C angezogen.  
Für Promotor-GUS-Analysen wurden Pflanzen auf 0,5 fachem MS-Medium (Murashige und 
Skoog, 1962) ohne Vitamine und Myoinositol (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande) 
mit 1% (w/v) Saccharose und 0,8% (w/v) Agarose steril in Petrischalen angezogen. Um 
Samen zu sterilisieren, wurden diese für 20 min in 2% (v/v) Natriumhypochloridlösung 
geschüttelt und anschließend 5 mal mit sterilem ddH2O gewaschen. Nach einer Stratifikation 
für 2 d erfolgte die Anzucht unter Langtagbedingungen bei 16 h Licht, 70 µM Photonen/m2s 
und 22°C. 
2. Material und Methoden 
 23 
2.2.2. Anzucht von Arabidopsis thaliana in Zellkultur  
Zur Überexpression von AtABP1 wurden Zellkulturen von Arabidopsis verwendet, die von Dr. 
Lieven De Veylder (Gent University, Gent, Belgien) zur Verfügung gestellt wurden. Die 
Erhaltung und Vermehrung erfolgte als Oberflächenkultur auf MSMO-Medium (Murashige 
und Skoog, 1962; Minimal Organic, Serva, Heidelberg, Deutschland) mit 30% (w/v) 
Saccharose, 0,8% (w/v) Agarose, 2,68 µM 1-NAA, 0,23 µM Kinetin bei pH 5,8 in 18-tägiger 
Subkultur im Dunkeln bei 25°C. Ebenso wurden von den Zellkulturen Suspensionskulturen 
angelegt. Die Vermehrung erfolgte in oben beschriebenem MSMO-Medium ohne Agarose in 
100 ml Erlenmeyerkolben mit 15 ml Medium. Die Suspensionskulturen wuchsen im Dunkeln 
bei 25°C mit 120 rpm. Die Suspensionskulturen wurden wöchentlich subkultiviert.  
 
2.2.3. Anzucht von Zea mays (L.) 
ZmABP1 und Interaktionspartner von ZmABP1 sollten aus Proteinfraktionen von 
Maiskoleoptilen isoliert und identifiziert werden. Um Koleoptilen zu erhalten, wurden 
Maiskaryopsen über Nacht in Wasser vorgequollen und für 4 d im Dunkeln auf feuchtem 
Filterpapier bei 25°C angezogen. Protoplasten aus Maiskoleoptilen wurden ebenfalls für 
Experimente zur funktionellen Analyse von ABP1 verwendet. Es wurden die Kultivare Garant 
(Saatenunion, Hannover, Deutschland), B73 und die aus B73 generierten Mutanten nit1 und 
nit2 (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Erich Glawischnig, TU München, 
Freising, Deutschland) verwendet.  
 
2.2.4. Anzucht von Oryza sativa ssp indica (L.) 
Aus Proteinfraktionen von Reiskoleoptilen sollten mit dem C-Terminus von ZmABP1 
interagierende Proteine isoliert und identifiziert werden. Das Saatgut der dafür verwendeten 
Reiskultivar Pin Gaew 56 stammte aus Nachzuchten vom International Rice Research 
Institute (Los Baños, Laguna, Philippines). Um Koleoptilen zu erhalten, wurden Samen auf 
feuchtem Filterpapier ausgelegt und im Dunkeln für 4 d bei 27°C angezogen. 
 
2.3. Anzucht von Bakterienstämmen 
 
Für Klonierungen wurden transformationskompetente Escherichia coli DH5α Zellen 
verwendet. Arabidopsis-Pflanzen und -Zellkulturen wurden mit kompetenten Zellen des 
Agrobacterium tumefaciens Stammes GV3101::pMP90RK (Koncz und Shell, 1986) 
transformiert. Dieser zeichnet sich durch eine chromosomale Resistenz gegen Rifampicin 
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und die jeweils durch einen Ti-Plasmid vermittelte Resistenz gegen Kanamycin und 
Gentamycin aus. Kompetente E. coli- und A. tumefaciens-Zellen wurden bei -80°C gelagert. 
E. coli und A. tumefaciens wurden auf LB-Medium nach Luria-Bertani (USB Corporations, 
Cleveland, Ohio, USA) kultiviert. Beide Bakterienstämme wurden als Suspensionskultur bei 
300 rpm und 37°C für E. coli oder bei 28°C für A. tumefaciens, und als Oberflächenkultur auf 
LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar angezogen. Zur Selektion wurden den Medien 
entsprechende Antibiotika hinzugefügt.  
 
2.4. Molekularbiologische Methoden 
2.4.1. Isolierung von DNA 
2.4.1.1. Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana 
Zur Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana wurde ein Blatt mit 400 µl 
Extraktionspuffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben und mit einen Minipistill gemörsert. 
Um Zellmaterial von der DNA-haltigen Lösung zu trennen, wurde für 5 min bei 12000 g 
zentrifugiert. 300 µl des Überstandes wurden 1:1 mit Isopropanol zur Fällung der DNA 
versetzt. Das Gemisch wurde bei 12000 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt (5 min, 12000 g) wurde der Überstand vorsichtig entfernt und das 
Pellet getrocknet. Das Pellet wurde in 50 µl autoklaviertem ddH2O gelöst und wurde für 
Polymerasekettenreaktionen (2.4.5.) eingesetzt. 
 
Extraktionspuffer 
200 mM Tris, pH 7,5 
250 mM NaCl 
25 mM EDTA 
0,5% (w/v) SDS 
 
2.4.1.2. Isolierung von DNA aus Arabidopsis-Zellkulturen 
Zur Präparation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana Zellkulturen wurde das DNeasy 
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. 
 
2.4.1.3. Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Birnboim und Doly (1979), welche auf dem 
2. Material und Methoden 
 25 
Prinzip der „alkalischen Lyse“ basiert, isoliert und für Standard-Polymerasekettenreaktionen 
(2.4.5.) verwendet. Zur Sequenzierung klonierter DNA-Fragmente waren größere Mengen an 
reiner Plasmid-DNA nötig. Hierzu wurde das Plasmid Purification MIDI JETstar Kit 
(Genomed, Löhne, Deutschland) nach der Anleitung des Herstellers verwendet. 
 
2.4.2. Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana 
Um Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial oder Zellkulturen von Arabidopsis zu gewinnen, 
wurde das Pflanzen- beziehungsweise Zellmaterial in flüssigem Stickstoff gemörsert. 100 mg 
Material wurden eingesetzt und mit 1 ml TRI-REAGENTTM (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Deutschland) versetzt. Weitere Schritte wurden gemäß den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Die isolierte Gesamt-RNA konnte bei -80°C gelagert werden. Um zu 
gewährleisten, dass die isolierte Gesamt-RNA nicht mit DNA verunreinigt war, wurde ein 
DNA-Verdau wie folgt vorgenommen: 
 
RNA   1 µg 
DNAse1-Puffer 10 mM Tris, pH 7,5, 2,5 mM MgCl2 
DNase1   1 U 
 
Die Puffer und Enzyme stammten von MBI Fermentas (Leon-Roth, Deutschland). Die 
Gesamt-RNA wurde anschließend durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt. Die 
gelöste RNA wurde mit dem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform Lösung gemischt und 
für 1 min bei RT bei 12000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit ½ Volumen Chloroform 
versetzt und 1 min bei 12000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1/10 Volumen 3 M 
Natriumacetat und 2,5 Volumen reinem Ethanol versetzt. Die Fällung der RNA wurde bei 
-20°C in 30 min oder über Nacht vorgenommen. Die RNA wurde durch eine Zentrifugation 
von 15 min bei 12000 g und 4°C pelletiert und das Pellet mit 75% (v/v) Ethanol gewaschen. 
Die Gesamt-RNA wurde in 20 µl autoklaviertem ddH2O resuspendiert und bei 55°C für 10 
min inkubiert. Anschließend wurde die Konzentration photometrisch bestimmt.  
2.4.3. Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen 
Die Quantifizierung der Nukleinsäuren erfolgte photometrisch. Es wurde die optische Dichte 
(OD) bei 260 und 280 nm gemessen. Nach Sambrook und Russell (2001) entspricht eine OD 
von 1 bei 260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA und 40 µg/ml 
RNA. Die Reinheit der Nukleinsäuren wurde über den Absorptionsquotienten von 260 zu 280 
nm bestimmt. 
 
1 h Inkubation bei 37°C 
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2.4.4. DNA-Sequenzierungen 
Zur Überprüfung der klonierten Sequenzen und um die Insertionsrichtung von klonierten 
DNA-Fragmenten zu bestimmen, wurden entsprechende Plasmidabschnitte sequenziert 
(Seqlab, Göttingen, Deutschland). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit dem 
Programm BioEdit 7.0.5 (Ibis Therapeutics, Carlsbad, Kanada). 
 
2.4.5. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Fragmente von genomischer DNA oder cDNA wurden über PCR amplifiziert (Peltier 
Termalcycler von MJ Research Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland). 
Standard-PCRs wurden in einem Volumen von 20 µl wie folgt durchgeführt: 
 
3´-Oligonukleotide 0,5 µM 
5´-Oligonukleotide 0,5 µM 
dNTPs   0,4 mM 
PCR-Puffer  siehe unten 
Polymerase  0,04 U/µl 
DNA   100 ng 
 
Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet: 
 
Initiale Denaturierung   94°C für 5 min 
Denaturierung    94°C für 40 s 
Anlagerung der Oligonukleotide Tm für 40 s   25 bis 30 Zyklen 
Strangverlängerung   72°C für 40 bis 90 s 
Abschluss der Elongation  72°C für 5 min 
Kühlung     4°C für ∞ 
 
Tm ist die Anlagerungstemperatur, welche spezifisch für jedes Oligonukleotid-Paar ermittelt 
wurde. Die verwendeten Oligonukleotide (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) und 
ihre Tm sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Strangverlängerungszeit richtete sich nach der 
Größe des zu erwartenden DNA-Fragmentes und nach der verwendeten Polymerase. Die 
Taq-Polymerase (aus Thermus aquaticus, Fehlerhäufigkeit: 10-5 Nukleotide), die 1000 
Nukleotide/min einfügen kann, wurde für Standard-PCRs um Fragmentgrößen zu überprüfen 
in Taq-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,001% (w/v) Glyzerin) 
verwendet. Die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus, Fehlerhäufigkeit: 10-6 Nukleotide) 
fügt 550 Nukleotide/min ein und wurde zur Herstellung von DNA-Fragmenten für 
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Klonierungen in Pfu-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,8, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 0,1% Triton X-100) verwendet. Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte über 
die gelelektrophoretische Auftrennung (2.4.7.). 
 
Tabelle 1: Sequenzen und Tm der verwendeten Oligonukleotide. * Eine Tm von 60°C wurde bei der 
Oligonukleotidpaarung AtABP1-Strep-R2 und AtChiti-F1 verwendet. 
Name Sequenz (5´  3´) Tm [°C] 
AtActin II-F1 CAAAGACCAGCTCTTCCATCG 60 
AtActin II-R2 CTGTGAACGATTCCTGGACCT 60 
AtABP1-R1 CTCGAGTTAAAGCTCGTCTTTTTGTG 64 
AtABP1-F1 GGATCCCCTTGTCCCATCAATGGCTTG 64 
AtABP1-R2 TTAAAGCTCGTCTTTTTGTGGATTCTTG 51 / 60* 
AtABP1-Strep-F2 CAGTTCGAAAAACCTTGTCCCATCAATGGC 51 
AtChiti-R1 CGGGTGGCTCCAGGATTCGGCCGAGGATTAA 48 
AtChiti-Strep-F1 CACCATGAAGACTAATCTTTTTCTCTT 48 / 60* 
AtABP1-P-F CACCGCACGATTAGCAGCTTTCTC 58 
AtABP1-P-R CAAGCAGCTTCGTAGCTCTT 58 
 
2.4.6. Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)  
Durch die reverse Transkriptase wurde Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Es wurde 
nach einem modifizierten Protokoll von Murphy et al. (1993) gearbeitet. Für die RT-PCR 
wurde je Probe 200 ng Gesamt-RNA mit 0,5 mM dNTPs, 0,5 µg Oligo-dT-Oligonukleotid 
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in einem Reaktionsansatz von 10,5 µl gemischt und 5 
min bei 65°C inkubiert. Anschließend wurde die Lösung 1 min auf Eis gekühlt und einem 
Reaktionsansatz mit 10 mM DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 20 U RNase 
Inhibitor (MBI Fermentas, Leon-Roth, Deutschland) hinzugegeben. Nach 2 min Inkubation 
bei 42°C erfolgte die Zugabe von 100 U Revert Aid M-MuLV Reverse Transkriptase (MBI 
Fermentas, Leon-Roth, Deutschland), der sich eine weitere Inkubationszeit bei 42°C von 50 
min anschloss. Erhitzen für 15 min bei 72°C inaktivierte die Transkriptase. Die entstandene 
cDNA wurde bei -20°C gelagert und für PCRs verwendet. Um die zu untersuchenden 
relativen Transkriptmengen verschiedener Proben vergleichen zu können, wurden gleiche 
RNA-Konzentrationen für die RT-PCR eingesetzt. Zusätzlich wurde bei den durchgeführten 
PCRs AtActin II als Beladungskontrolle verwendet. Die relative Transkriptmenge sollte in den 
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untersuchten Proben gleich sein. Zur Kontrolle der Reinheit der Gesamt-RNA wurde eine 
PCR mit der Gesamt-RNA nach DNase-Verdau durchgeführt (2.4.5.). 
2.4.7. Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA 
Über eindimensionale Gelelektrophorese erfolgte die größenabhängige Auftrennung von 
DNA-Fragmenten. Je nach Größe des zu erwartenden DNA-Fragmentes wurde eine 
Agarosekonzentration von 1 bis 2% eingesetzt. Es wurde mit 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1 
mM EDTA, pH 8 und 0,11% (v/v) Eisessig) gearbeitet. Die DNA wurde mit 1/10 Ladepuffer 
(0,1% (w/v) Bromphenolblau und 50% (w/v) Glyzerin) versetzt und auf das Agarosegel mit 
1% (v/v) Ethidiumbromid aufgetragen. Zur Größen- und Konzentrationbestimmung wurde der 
DNA Standard Smart Ladder (Eurogentec, Seraing, Belgien) verwendet. Es konnten Größen 
zwischen 200 und 10000 bp und Konzentrationen zwischen 15 und 100 ng bestimmt werden. 
Mit dem DNA Standard HyperLadder II (Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland) wurde 
die Größe von DNA-Fragmenten unter 50 bp bestimmt. Sollte ein DNA-Fragment zur 
Ligation (2.4.9.1.) weiterverwendet werden, wurde es mit Hilfe des QIAEX II Kits (Qiagen, 
Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers aus dem Agarosegel eluiert. 
 
2.4.8. Herstellung des Chitinase-Strep-tag II-ABP1-Konstruktes 
Für die Überexpression von Strep-tag II AtABP1 (Strep-ABP1) wurde ein Konstrukt 
bestehend aus der N-terminalen Chitinase Signalsequenz (At3g12500), der Strep-tag II 
Sequenz (Skerra und Schmidt, 2000, www.iba-go.com) und der AtABP1 Sequenz ohne die 
ursprüngliche Signalsequenz hergestellt (Gen At4g02980). Hierzu waren mehrere PCR-
Schritte nötig. Die AtChitinase Signalsequenz (Gao et al., 2004) wurde freundlicherweise von 
Privatdozent Dr. Christoph Plieth (Zentrum für Biochemie und Molekularbiologie, Christian-
Albrechts-Universität zu Kiel, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Mit den Oligonukleotiden 
AtChiti-F1 und AtChiti-Strep-R1 wurde das 66 bp große Fragment amplifiziert. Am 5´-Ende 
des 5´-Oligonukleotids waren zusätzliche 12 Nukleotide angebracht, welche für die vordere 
Hälfte des Strep-tags kodieren. So wurde das 3´-Ende des AtChitinase Fragments um die 
vordere Hälfte der Strep-tag II Sequenz verlängert (Abbildung 4). Das 495 bp große 
Fragment von AtABP1 wurde aus cDNA von Arabidopsis thaliana mit den Oligonukleotiden 
AtABP1-Strep-F2 und AtABP1-R2 amplifiziert. Der vordere Bereich des AtABP1-Strep-F2 
Oligonukleotids bestand aus der hinteren Hälfte des Strep-tag II Sequenz. So wurde am 5´-
Ende des AtABP1-Fragmentes die zweite Hälfte des Strep-tags II verlängert (Abbildung 4). 
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AtChitinase-Fragment 78 bp AtABP1-Fragment 507 bp
AtChiti-F1 AtChiti-Strep-R1
AtABP1-Strep-F2 AtABP1-R2
AtChitinase Signalsequenz 66 bp Strep-tag II 24 bp AtABP1 ohne Signalsequenz 495 bp
Chitinase-Strep-tag II-ABP1-Fragment 585 bp
AtChiti-F1 AtABP1-R2
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Generierung des Chitinase-Strep-tag II-ABP1-Fragments 
(Strep-ABP1). Es wurde ein AtChitinase-Fragment bestehend aus der AtChitinase Signalsequenz und 
den 12 N-terminalen Nukleotiden des Strep-tag II und ein AtABP1-Fragment bestehend aus den 12 C-
terminalen Nukleotiden des Strep-tag II und der AtABP1 Sequenz ohne der ursprünglichen 
Signalsequenz generiert. Über eine Ligation der beiden Fragmente wurde Strep-ABP1 hergestellt. Die 
dargestellten Fragmente sind nicht massstabsgetreu. 
 
Über eine Ligation der beiden Fragmente wurde das Chitinase-Strep-tag II-ABP1-Fragment 
hergestellt. 10 fMol AtABP1-Fragment wurden mit 40 fM AtChitinase-Fragment, 2 U Ligase 
und 1x Ligationspuffer (MBI Fermentas, Leon-Roth, Deutschland) für 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Durch die Ligation der zwei Fragmente waren 10 verschiedene 
Fragmentpaarungen möglich. Durch eine PCR mit den Oligonukleotiden AtChiti-F1 und 
AtABP1-R2 wurde das gewünschte Chitinase-Strep-tag II-ABP1-Fragment amplifiziert und 
aufgereinigt. Zur Überexpression des Strep-ABP1 wurde dieses Fragment in einen 
pENTRTM/D-TOPO Vektor ligiert und anschließend über homologe Rekombination in den 
Überexpressionsvektor pDest/D-TOPO pH7WG2 (www.plantgenetics.rug.ac.be/ 
gateway/index.php?NAME=pH7WG2&_app=vector&_act=construct_show&) ligiert (2.4.9.). 
Durch die Transformation von Arabidopsis-Zellkulturen sollte Strep-ABP1 überexprimiert 
werden (2.4.11.). 
 
2.4.9. Transformation von Bakterien 
Zur Transformation von Bakterien wurden kompetente Zellen des Escherichia coli Stammes 
DH5α und von Agrobacterium tumefaciens (2.3.) verwendet. Für Klonierungen wurde das 
Gateway-System (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) genutzt. Zuerst wurde das zu 
klonierende DNA-Fragment in den Eingangsvektor pENTRTM-Vektor ligiert. Eine gerichtete 
Insertion war durch einen CACC Überhang am 5´-Ende des zu klonierenden Fragments 
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möglich. Durch homologe Rekombination wurde vom pENTRTM-Vektor in verschiedene 
Destinations-Vektoren (pDest/D-TOPO) ligiert. Diese wurden über Argobacterium 
tumefaciens in den Zielorganismus eingebracht. Die verwendeten Vektoren sind in Tabelle 2 
aufgeführt. 
 
Tabelle 2: Verwendete Gateway-Vektoren mit Antibiotika-Resistenzen. Weitere Informationen zu den 
Vektoren sind unter www.plantgenetics.rug.ac.be/gateway zu finden. 
Vektor Verwendung Selektions-Antibiotika 
pENTR/D-TOPO® Eingangsvektor Kanamycin 









2.4.9.1. Ligation in pENTR/D-TOPO® Vektor  
Zur Ligation eines Fragments in den pENTR/D-TOPO® Vektor wurde ein Verhältnis von 5:1 
von Fragment:Vektor verwendet. Es wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. 
Ein Reaktionsansatz aus Fragment, Vektor und Salzlösung wurde bei Raumtemperatur für 1 
h inkubiert. Anschließend erfolgte die Transformation in E. coli.  
 
2.4.9.2. Hitzeschock-induzierte Transformation von E. coli 
Kompetente E. coli DH5α Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 2 µl des Ligationsansatzes 
wurden zu den kompetenten Zellen gegeben und vorsichtig umgerührt. Zur Anlagerung der 
Vektor-DNA an die Zellen wurden diese für 30 min auf Eis inkubiert. Während eines 42°C 
Hitzeschocks von 90 s wurde die Vektor-DNA aufgenommen. Nach 4 min Inkubation auf Eis 
wurde den Zellen 800 µl LB-Medium hinzugegeben und sie wurden bei 37°C und 130 rpm für 
1 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 700 rpm für 2 min pelletiert. Der Überstand 
wurde verworfen und die Zellen in 200 µl LB-Medium  resuspendiert. Die transformierten 
Zellen wurden auf festem LB-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin ausplattiert und über Nacht 
bei 37°C angezogen. Am nächsten Tag wurden 10 gewachsene Kolonien selektiert, 
vermehrt und auf eine erfolgreiche Transformation über Plasmid-DNA-Präparation (2.4.1.3.) 
und PCR (2.4.5.) getestet. Ebenso wurde über Sequenzierung (2.4.4.) auf Insertionsrichtung 
und Sequenzfehler getestet. Um das gewünschte Fragment vom pENTR/D-TOPO® Vektor 
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durch homologe Rekombination in den pDest/D-TOPO Vektor zu ligieren, wurde ebenfalls 
nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Beide Vektoren wurden im Verhältnis 1:1 
eingesetzt. Der Reaktionsansatz aus den Vektoren, Vektor-Puffer, Topoisomerase I, TE-
Puffer (pH 8) und LR Clonase (MBI-Fermentas, Leon-Roth, Deutschland) wurde für 24 h bei 
RT inkubiert. Anschließend wurden, wie oben beschrieben, E. coli DH5α kompetente Zellen 
mit 1 µl des Reaktionsansatzes transformiert und über 100 µg/ml Spectinomycin selektiert.  
 
2.4.9.3. Transformation in Agrobacterium tumefaciens 
100 µl noch gefrorenen kompetenten Agrobakterium Zellen wurde 1 µg pDest/D-TOPO 
Vektor hinzugefügt. Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut waren, wurden sie für 5 min bei 
37°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zugabe von 1 ml LB-Medium und die Zellen 
wurden für 3 h bei 28°C mit 80 rpm geschüttelt. Die transformierten Zellen wurden auf LB-
Medium mit 100 µg/ml Rifampicin, 40 µg/ml Gentamycin und 100 µg/ml Spectinomycin 
ausplattiert und über Nacht bei 28°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden gewachsene 
Kolonien separiert, vermehrt und auf eine erfolgreiche Transformation getestet. Die 
transformierten Agrobakterien wurden zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen oder 
-Zellen eingesetzt. 
 
2.4.10. Transformation von Arabidopsis-Pflanzen 
Die Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte nach dem Protokoll von Clough (2005) 
im „floral-dip“-Verfahren. Es wurden 3 bis 4 Wochen alte Pflanzen (2.2.1.) verwendet. Zuerst 
wurden transformierte Agrobakterien (2.4.9.3.) in 3 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotika 
bei 28°C und 300 rpm angezogen. Diese Vorkultur wurde in 100 ml Selektions-LB-Medium 
gegeben und unter gleichen Bedingungen kultiviert bis eine OD600 zwischen 0,4 und 0,6 
erreicht wurde. Der Bakterienlösung wurden 3% (w/v) Saccharose und 0,03% (v/v) Silwet L-
77 (Lehle Seeds, USA) hinzugefügt. Die Blüten der Pflanzen wurden für 1 min unter leichtem 
Schwenken in die Bakterienlösung gehalten. Zum Antrocknen der Bakterien wurden die 
Pflanzen auf Papiertücher gelegt und anschließend wie unter 2.2.1. beschrieben, gehalten. 
Nach 8 bis 9 Wochen konnten Samen geerntet werden.  
 Zur Selektion transgener Pflanzen wurden 5 d alte Keimlinge der T1-Generation im 
Abstand von 2 d mit 200 µM BASTA (Glufosinat Ammonium, AgrEvo, Berlin, Deutschland) 
besprüht. Nicht resistente Pflanzen starben nach zwei bis drei Behandlungen ab. Resistente 
Pflanzen zeigten einen normalen Wuchs. Diese wurden selektiert und auf eine erfolgreiche 
Transformation getestet. Nach 6 bis 7 Wochen konnte Saatgut der T2-Generation geerntet 
werden.  
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2.4.11. Transformation von Arabidopsis-Zellkulturen nach der Tropf-Methode 
Zur Herstellung von Strep-ABP1 Überexpressionslinien (2.4.8.) wurden Arabidopsis-
Zellkulturen nach der Tropf-Methode (Rahmad, 2002) transformiert. Es wurden 
Oberflächenkulturen der Arabidopsis-Zellkulturen (2.2.2.) eine Woche nach dem Umsetzen 
im Wachstumsoptimum verwendet. Für die Transformation wurden diese in circa 1 cm 
Durchmesser großen Zellaggregaten subkultiviert. Transformierte Agrobakterien (2.4.9.3.) 
wurden in 3 ml LB-Medium mit entsprechenden Selektionsantibiotika über Nacht bei 28°C 
und 200 rpm angezogen und dann in 15 ml Medium subkultiviert bis eine OD600 zwischen 0,4 
und 0,6 erreicht wurde. Zur Transformation der Zellkultur wurde je ein Tropfen mit 20 bis 30 
µl Agrobakterium-Suspension auf ein Zellaggregat gegeben. Agrobakterien und Arabidopsis-
Zellkulturen wurden bei 25°C im Dunkeln für 2 d kokultiviert. Danach wurden die 
Oberflächenkulturen auf MSMO-Medium mit 300 mg/l Timentin (Duchefa Biochemie, 
Haarlem, Niederlande) umgesetzt. Während der folgenden 10 d wurden die Agrobakterien 
durch das Timentin abgetötet. Anschließend wurden die Zellkulturen auf Selektionsmedium 
mit 5 mg/l Hygromycin B (Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande) und 300 mg/l Timentin 
für 14 d selektiert. Transformierte Zellen wuchsen zu Zellaggregaten von 3 bis 5 mm 
Durchmesser. Diese wurden auf Selektionsmedium mit 7,5 mg/l Hygromycin und 300 mg/l 
Timentin umgesetzt. Nach 14 d wurden die Zellaggregate auf MSMO-Medium mit 300 mg/l 
Timentin gehalten. Die erhaltenen Linien wurden über PCRs von genetischer DNA und 
translatierter RNA auf Transformation getestet. 
 
2.5. Methoden zur Proteinanalyse 
2.5.1. Herstellung von Proteinfraktionen aus Pflanzenmaterial 
Zur Identifizierung sowie Aufreinigung von ABP1 und Interaktionspartnern von ABP1 wurden 
Proteinfraktionen aus Koleoptilen hergestellt. Hierfür wurden Mais- oder Reiskoleoptilen 
(2.2.3./2.2.4.) verwendet. Von den Koleoptilen wurde 1 cm unterhalb der 3 mm dekapitierten 
Spitze verwendet. Die folgenden Arbeitschritte wurden auf Eis vorgenommen. Die 
Koleoptilstücke wurden grob zerkleinert und in 2 ml kalten Proteinextraktionspuffer mit je 1 
µg/ml Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland) pro g Frischgewicht gegeben. Dieses Gemisch wurde mit einem Ultra-Turrax 
(Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland) fein zerkleinert, die entstandene Flüssigkeit über 
ein 100 µm Sieb filtriert und bei 1000 g für 20 min zentrifugiert. Der Überstand, die 
Gesamtfraktion (G) wurde für Versuche verwendet, oder es wurden die Fraktionen P8, P100 
und Ü100 nach Watanabe et al. (2004) hergestellt. Für P8 wurde die Gesamtfraktion für 20 
min bei 8000 g zentrifuguert. Das entstandene Pelle
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und entsprach P8. P100 wurde aus dem Pellet einer 1 h Zentrifugation bei 100000 g aus 
dem Überstand von P8 hergestellt. Der Überstand entsprach Ü100. Die Proteinmenge der 
Fraktionen wurde nach Bradford (2.5.2.) bestimmt. 
 
Proteinextraktionspuffer nach Watanabe et al. (2004) 
50 mM Hepes-NaOH 
5 mM EDTA 
400 mM Saccharose 
pH 6,5 oder pH 7,5 
 
2.5.2. Konzentrationsbestimmung nach Bradford 
Die Konzentrationsbestimmung der Proteinfraktionen erfolgte photometrisch nach Bradford 
(1976). Es wurde Roti-Quant (Roth, Karlsruhe, Deutschland) nach Gebrauchsanweisung 
verwendet. 
 
2.5.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur eindimensionalen Auftrennung von Proteinfraktionen wurde ein diskontinuierliches 
Gelsystem nach Lämmli (1970) verwendet. Das Sammelgel besaß eine 
Acrylamidkonzentration von 4,8% (v/v). Das Trenngel hatte eine Acrylamidkonzentration von 
12,6% (v/v). Zur Denaturierung der Proteine wurden diese mit Probenpuffer für 1 min bei 
96°C erhitzt. Es wurde ein Proteinstandard Unstained Protein Molecular Weight Marker (116 
bis 14,4 kDa) von MBI Fermentas (Leon-Roth, Deutschland) verwendet. Die Elektrophorese 
erfolgte bei Raumtemperatur. Folgende Lösungen wurden verwendet: 
 
Sammelgel 
0,625 mM Tris, pH 6,6 
4,8% (v/v) Acrylamid 
0,004% (w/v) APS 
0,0012% (v/v) TEMED 
 
Trenngel 
1,875 mM Tris, pH 8,8 
12,6% (v/v) Acrylamid 
0,015% (w/v) APS 
0,0015% (v/v) TEMED 
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4x Probenpuffer 
250 mM Tris, pH 6,8 
40% (w/v) Glyzerin 
20% (v/v) ß-Mercaptoethanol 
4% (w/v) SDS 
0,01% (w/v) Bromphenolblau 
 
Laufpuffer nach Lämmli (1970) 
25 mM Tris, pH 8,3 
200 mM Glyzerin 




Mit der Coomassie-Färbemethode können 200 bis 400 ng Protein nachgewiesen werden 
(Chen et al., 1993). Zur Färbung der Proteine mit Coomassie wurde die SDS-PAGE für 15 
bis 20 min in der Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde das Gel solange in 
Entfärbelösung gewaschen, bis Banden sichtbar wurden beziehungsweise keine 
Hintergrundfärbung mehr zu sehen war. Mehrmaliges Austauschen der Entfärbelösung war 
nötig. Das gefärbte Gel wurde zur Dokumentation eingescannt und/oder getrocknet. 
 
Färbelösung 
50% (v/v) Methanol 
7% (v/v) Essigsäure 
0,25% (w/v) Coomassie R 250 
 
Entfärbelösung 
40% (v/v) Methanol 
7% (v/v) Essigsäure 
3% (w/v) Glyzerin 
 
2.5.4.2. Silberfärbung 
Mit der Silberfärbung nach Merril et al. (1981) können 5 bis 30 ng Protein nachgewiesen 
werden. Zur Fixierung der Proteine wurden SDS-PAGEs für mindestens 1 h in 
Entfärbelösung (2.5.4.1.) inkubiert. Das Gel wurde danach 3 x 15 min mit 50% (v/v) Ethanol 
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gewaschen und anschließend 20 s in 2 mM Natriumthiosulfatlösung inkubiert. Es folgten 3 x 
20 s Waschschritte in ddH2O und eine Inkubation von 20 min in der Färbelösung. Das Gel 
wurde nochmals 2 x für je 20 s mit ddH2O gewaschen und anschließend in die 
Entwicklerlösung gegeben. Beim Sichtbarwerden von Proteinbanden wurde die Reaktion mit 




12 mM AgNO3 
0,15% (v/v) Formaldehyd, 37% (v/v) 
 
Entwicklerlösung 
566 mM Na2CO3 
0,1% (v/v) Formaldehyd, 37% (v/v) 
8 µM Na2SO3 
2.5.4.3. Ponceaurot-Färbung 
Zur reversiblen Färbung von Proteinen wurde die Ponceaurot-Färbung verwendet. Die 
Nachweisgrenze dieser Methode ist ab 50 ng Protein (Nakamura et al., 1985). Die geblottete 
Nitrocellulose-Membran wurde durch ddH2O gezogen und dann für circa 1 min in 
Ponceaurot-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde die Färbelösung mit ddH2O 
abgespült. Die Proteinbanden des Standards wurden markiert. Die gefärbte Nitrocellulose-
Membran wurde für Western-Blot-Analysen (2.5.5.) weiterverwendet. 
 
Ponceaurot-Färbelösung 
0,1% (w/v) Ponceau S 
5% (v/v) Essigsäure 
 
2.5.5. Western-Blot-Analyse 
Der Western-Blot ermöglicht es, die über eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine 
Membran zu übertragen und dort die Proteine mit Antikörpern spezifisch zu detektieren 
(Towbin et al., 1992). Um Proteine eines Acrylamidgels auf eine Nitrocellulose-Membran zu 
transferieren, wurde ein Semi-Dry-Elektroblotter (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) 
verwendet. 6 Lagen Filterpapier wurden mit Anodenpuffer I getränkt und in der Blot-
Apparatur gestapelt. Darauf wurden 3 mit Anodenpuffer II getränkte Filterpapiere gelegt. Die 
Nitrocellulose-Membran wurde zum Durchfeuchten in Anodenpuffer II gegeben und auf den 
Filterpapierstapel gelegt. Auf die Membran wurde die vorher mit Anodenpuffer II befeuchtete 
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SDS-PAGE (2.5.3.) gelegt. Darauf wurden 6 Lagen mit Kathodenpuffer getränktes 
Filterpapier gestapelt. Um eventuelle Luftblasen zu entfernen, wurde der Transferstapel mit 
einem Reagenzglas überrollt. Der Proteintransfer erfolgte mit 1 mA/cm2 Membran für 1 h.  
 
Anodenpuffer I 
300 mM Tris, pH 10,4 
20% (v/v) Methanol 
 
Anodenpuffer II 
25 mM Tris, pH 10,4 
20% (v/v) Methanol 
 
Kathodenpuffer 
25 mM Tris, pH 5,6 
4 mM 6-Aminocapronsäure 
20% (v/v) Methanol 
 
2.5.6. Methoden zur Immunodetektion 
ABP1 aus Proteinfraktionen sollte über spezifische Antikörper detektiert werden. Hierzu 
wurden die Proteinfraktionen in einer SDS-PAGE (2.5.3.) aufgetrennt, auf eine 
Nitrocellulose-Membran transferiert (2.5.5.) und diese mit Ponceaurot gefärbt (2.5.4.3.). Zum 
Absättigen der nicht mit Proteinen gesättigten Bereiche der Membran wurde diese für 1 h in 
Block-Puffer inkubiert (Blot-Puffer mit 0,3% (w/v) Magermilchpulver und 0,03% (w/v) BSA). 
 
Blot-Puffer (TBS) 
100 mM Tris, pH 7,4 
150 mM NaCl 
 
2.5.6.1. Immunodetektion von ZmABP1 nach dem NBT-BCIP Verfahren 
Über NBT-BCIP (Nitroblau Tetrazolium Chlorid und 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) 
sollte ZmABP1 aus Proteinfaktionen von Maiskoleoptilen (2.5.1.) nachgewiesen werden. Die 
Nitrocellulose-Membranen wurden wie oben beschrieben vorbereitet. Zur Detektion von 
ZmABP1 wurde ein Anti-ZmABP1 Antikörper (freundlicherweise zu Verfügung gestellt von 
Prof. Dr. Jutta Ludwig-Müller, Technische Universität Dresden, Dresden, Deutschland) in 
einer Verdünnung von 1:5000 eingesetzt. Die Inkubation der Nitrocellulose-Membran erfolgte 
über Nacht bei 4°C. Der Antikörper wurde mit 3 x 10 min Waschschritten mit Blot-Puffer 
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entfernt. Die Inkubation mit dem sekundären Anti-Kaninchen IgG Antikörper (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Deutschland) erfolgte in einer Verdünnung von 1:10000 für 1 h bei 
Raumtemperatur. Der Antikörper wurde mit 2 x 5 min und 2 x 10 min Waschen entfernt. Der 
Blot wurde für 2 min im NBT-BCIP-Puffer inkubiert und dann in die NBT-BCIP-
Reaktionslösung (NBT-BCIP-Puffer mit 0,4 mg/ml NBT und 0,19 mg/ml BCIP) gegeben. 




100 mM Tris, pH 9,5 
100 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
 
2.5.6.2. Immunodetektion von AtABP1 mit dem ECL-Plus System 
Das ECL-Plus System (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) wurde verwendet, um 
AtABP1 und Strep-ABP1 zu detektieren. Nitrocellulose-Membranen wurden wie unter 2.5.6. 
beschrieben vorbereitet. Nach dem Absättigen der nicht mit Proteinen gesättigten Bereiche 
der Membran wurde der Blot 2 x für 5 min in TBS-T gewaschen. Danach wurde er für 1 h mit 
dem primären Antikörper bei Raumtemperatur inkubiert. Als primärer Antikörper wurde der 
Anti-AtABP1 Antikörper in einer Verdünnung von 1:2500 bis 1:50000 eingesetzt. Das Anti-
AtABP1-Antikörper-Serum wurde mit in E. coli überexprimiertem AtABP1 in Kaninchen 
hergestellt (PSL, Heidelberg, Deutschland). Das Serum wurde über eine Protein A HyperD 
20 Säule (Beckmann, Fullerton, USA) aufgereinigt, wodurch reines IgG zur Detektion von 
AtABP1 vorlag. Die Arbeiten zur Herstellung des IgGs gegen AtABP1 wurden in der 
Arbeitsgruppe von Michael Motzkus durchgeführt. Der Antikörper wurde durch 2 x 5, 1 x 10 
und 3 x 5 min Waschen mit TBS-T entfernt. Die Inkubation mit dem sekundären Anti-
Kaninchen IgG Antikörper (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) erfolgte in einer 
Verdünnung von 1:50000 zusammen mit dem S-Protein HRP (Horse-raddisch peroxidase, 
GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) 1:20000 verdünnt und für 1 h bei Raumtemperatur. 
Durch 2 x 5 min, 1 x 10 min und 3 x 5 min Waschen mit TBS-T wurde ungebundener 
Antikörper und S-Protein HRP entfernt. Zur Detektion des Antikörpers wurde nach Angaben 
des Herstellers vorgegangen. Es wurde HyperfilmTM (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) 
zur Detektion verwendet. Die Entwicklung des Films erfolgte mit einem automatischen 
Röntgenfilmentwickler (CURIX von AGFA, Köln, Deutschland). Je nach Stärke des Signals 
konnte ein weiterer Film für eine längere oder kürzere Zeit auf dem Blot exponiert und erneut 
entwickelt werden. 
 Sollte der Blot mit einem weiteren Antikörper behandelt werden, wurde er für 1 h in 
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100 mM Glyzin-Lösung, pH 2,9 inkubiert, gewaschen, erneut geblockt und mit 
entsprechendem Antikörper oder HRP-Strep-Tactin (2.5.6.3., IBA, Göttingen, Deutschland) 
wie beschrieben behandelt. 
 
Blot-Puffer (TBS-T) 
100 mM Tris, pH 7,4 
150 mM NaCl 
0,01% (w/v) Tween 20 
 
2.5.6.3. Immunodetektion von Strep-tag II mit dem ECL-Plus System 
Strep-ABP1 sollte auch über den Strep-tag II mit HRP-Strep-Tactin (IBA, Göttingen, 
Deutschland) detektiert werden. In diesem Fall wurde der vorher mit Ponceaurot gefärbte 
Blot (2.5.4.3.) mit 3% (w/v) BSA ohne Magermilchpulver in TBS-T (2.5.6.2.) für 1 h geblockt. 
Der Blot wurde anschließend 3 x 5 min mit TBS-T gewaschen. Die in Proteinfraktionen von 
Pflanzenmaterial vorkommenden biotinylierten Proteine wurden mit 1 µg/ml Avidin (IBA, 
Göttingen, Deutschland) blockiert (Witte et al., 2004). Zur Detektion des Strep-tag II wurde 
der Blot 1 h bei Raumtemperatur mit HRP-Strep-Tactin inkubiert. Dieses wurde in einer 
Verdünnung von 1:50000 verwendet. Durch 2 x 5 min, 1 x 10 min und 3 x 5 min Waschen mit 
TBS-T wurde ungebundenes HRP-Strep-Tactin entfernt. Die Detektion wurde wie unter 
2.5.6.2. beschrieben mit dem ECL-PLUS System vorgenommen.  
 
2.5.7. Methoden zur Affinitätschromatographie 
Über Affinitätschromatographie können Proteine über interagierende Bereiche an eine Matrix 
gekoppelt, somit aus einer Proteinfraktion isoliert und anschließend durch Elution 
aufgereinigt werden. Die interagierenden Bereiche können Bestandteil der Matrix sein oder 
der Matrix nachträglich angefügt werde. Beide Varianten wurden verwendet. 
 
2.5.7.1. Aufreinigung von ZmABP1 C-Terminus-bindenden Proteinen 
Zur Aufreinigung von mit dem C-Terminus von ZmABP1 interagierenden Proteinen wurden 
die letzten 15 Aminosäuren von ZmABP1 mit der Sequenz FVWDEDCFEAAKDEL 
synthetisiert (PSL, Heidelberg, Deutschland) und als Interaktionsdomäne an eine Matrix 
gebunden (C-Terminus Säule). Es wurde Toyoperl AF-Tresyl 650 M (TosoHaas, Stuttgart, 
Deutschland) als Säulenmaterial verwendet. Dieses geht spezifische Bindungen mit freien 
Amino- und Thiogruppen ein und hat eine Ligandenbindungskapazität von 80 µMol pro g 
Trockengewicht. 
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 Es wurden 250 mg Säulenmaterial mit 5 mg C-terminalem Peptid gekoppelt. Hierzu 
wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Zusätzlich wurde eine Kontrollsäule 
ohne gebundenes C-terminales Peptid hergestellt. So konnte zwischen Proteinen, die an das 
Säulenmaterial und Proteinen, die an den C-Terminus banden, unterschieden werden.  
An den C-Terminus bindende Proteine sollten aus Proteinfraktionen von Mais- 
beziehungsweise Reiskoleoptilen isoliert werden (2.5.1.). Es wurde die Gesamtfraktion 
verwendet. 1 bis 2 mg Protein wurden pro Säule aufgetragen und für 4 h auf einem 
Überkopfschüttler (5 rpm, 120° Neigungswinkel) bei Raumtemperatur inkubiert. 
Ungebundene Proteine wurden mit 20 ml Waschpuffer-W (Watanabe et al., 2004) entfernt. 
Zur Elution der interagierenden Proteine wurde ein Salz-Sprung (Waschpuffer-W mit 1 M 
NaCl) und ein pH-Sprung (pH-Sprung-Elutionspuffer mit 0,1 M Glycin, pH 2,5 und 
Neutralisationspuffer mit 1 M Tris, pH 9,5) verwendet. Für eine bessere Auftrennung der 
interagierenden Proteine wurde ein Salzgradient verwendet. Durch die sukzessive Zugabe 
von 50, 100, 200, 500 und 1000 mM NaCl zu Waschpuffer-W wurde ein aufsteigender 
Salzgradient aus fünf Schritten hergestellt. Wasch- und Elutionsschritte wurden aufgefangen 
und mit Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 0,5 ml, 5 MWCO, VIVASCIENCE, Hannover, 
Deutschland) auf ein Volumen von 50 µl eingeengt. Zur Identifizierung der Proteine, die an 
die Kontrollsäule banden, wurden Salzgradienten von 50 und 1000 mM NaCl eingesetzt. Die 
eluierten Proteine wurden über eine SDS-PAGE (2.5.3.) aufgetrennt. Die Gele wurden mit 
Coomassie (2.5.4.1.) oder Silber (2.5.4.2.) gefärbt. In einer Kooperation mit Prof. Dr. Karsten 
Niehaus (Universität Bielefeld, Bielefeld, Deutschland) wurden ausgesuchte Proteinbanden 
über Massenspektrometrie analysiert und Proteine identifiziert. 
 
Waschpuffer-W nach Watanabe et al. (2004) 
50 mM Hepes-NaOH 
5 mM EDTA 
0,4 M Saccharose 
pH 7,5  
 
2.5.7.2. Aufreinigung von Strep-ABP1 und damit interagierende Proteine 
Mit Hilfe des Strep-tag/Strep-Tactin Systems sollten Strep-ABP1 (2.4.8.) und dadurch an 
ABP1 bindende Proteine aufgereinigt werden. Strep-tag II (Skerra und Schmidt, 2000; 
www.iba-go.com) bindet an das Streptavidin-Derivat Strep-Tactin. Diese Interaktion basiert 
auf der Bindung von Biotin an Streptavidin. Strep-tag II kann von Strep-Tactin mit Biotin oder 
Desthiobiotin eluiert werden (Skerra und Schmidt, 2000; www.iba-go.com). An Strep-tag II 
gekoppeltes AtABP1 und daran bindende Proteine sollten über Strep-Tactin Sepharose und 
mit Hilfe von Strep-Tactin Zentrifugationssäulen aufgereinigt werden.  
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 Mehrere putative Arabidopsis Strep-ABP1 Überexpressionslinen (2.4.11.) wurden 
verwendet. Proteinfraktionen wurden aus Suspensionskulturen 7 d nach der Subkultur 
hergestellt (2.5.1.). 0,5 g filterpapiertrockene Zellmasse wurde in flüssigem Stickstoff 
gemörsert und anschließend mit 1 ml Extraktionspuffer versetzt. Um die in Pflanzen vorkom-
menden biotinylierten Proteine zu blockieren, wurden 100 µg/ml Avidin verwendet (Witte et 
al., 2004). Nach einer Inkubation von 5 min auf Eis wurde 20 min bei 4°C und 1000 g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde zur Isolierung von Strep-ABP1 und interagierenden 
Proteinen verwendet. Der Proteingehalt der verschiedenen Proben wurde über Bradford 
(2.5.2.) bestimmt. Sollten verschiedene Zelllinien verglichen werden, wurden jeweils gleiche 
Proteinmengen je Säule verwendet.  
 Zur Aufreinigung von Strep-ABP1 und damit interagierenden Proteinen wurden 
Strep-tag Zentrifugationssäulen (IBA, Göttingen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Ebenso wurde zur Aufreinigung Strep-Tactin Sepharose (IBA, Göttingen, 
Deutschland) genutzt. Hierfür wurden Säulen mit 1 ml Strep-Tactin Sepharose hergestellt 
(Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland). Alle Arbeitsschritte mit der Säule erfolgten im 
Kühlraum bei 4°C. Die Präparation der Säule, die Elution bindender Proteine und die 
Regeneration der Säule erfolgten nach Angaben des Herstellers. Proteine wurden mit 
Desthiobiotin sowie mit Biotin eluiert. Alle Wasch- und Elutionsschritte wurden aufgefangen 
und mit Zentrifugalkonzentratoren auf ein Volumen von 20 µl eingeengt. Als Kontrolle und 
zur Identifizierung von Proteinen, die unspezifisch (nicht über Biotin oder Strep-tag II) an die 
Säule banden, wurde neben Proteinfraktionen der Strep-ABP1 Überexpressionslinien auch 
eine Wildtyp Arabidopsis-Zelllinie untersucht. Die eluierten Proteine wurden über eine SDS-
PAGE aufgetrennt (2.5.3.). Die Gele wurden mit Coomassie (2.5.4.1.) oder Silber (2.5.4.2.) 
gefärbt. Ebenso wurden Immunodetektionen von Strep-ABP1 und ABP1 vorgenommen 
(2.5.6.). 
 
2.6. Funktionelle Analysen von ABP1 
2.6.1. Volumenänderung von Protoplasten 
Steffens und Lüthen (2000) entwickelten eine Methode, mit der die schnelle 
Volumenänderung von Protoplasten nach Effektorzugabe ermittelt werden kann. Diese 
wurde zur Untersuchung des ABP1 Signalweges genutzt. Die Isolierung der Protoplasten 
sowie die Messung der Volumenänderung erfolgten wie beschrieben in Steffens und Lüthen 
(2000). 
 Neben der Maissorte Garant wurde auch die Sorte B73 verwendet. Zur Herstellung 
von Protoplasten wurden Koleoptilen von B73 70 s lang mit Siliciumcarbid-Pulver aufgeraut. 
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In der Enzymlösung zur Herstellung der Protoplasten wurde Cellulase `Onozuka R-10´ statt 
`Onozuka R-S´ verwendet. In Versuchen zur Kaliumabhängigkeit wurde der pH-Wert des 
Waschpuffers mit 100 mM BIS TRIS auf pH 6,5 eingestellt. Zur Beobachtung der 
Protoplasten wurde ein Inversmikroskop (Diavert von Leica, Wetzlar, Deutschland) mit 32 
facher Vergrößerung verwendet. Die Versuche wurden bei einer Lichtstärke von 150 µM 
Photonen/m2s bei 20°C ± 2°C durchgeführt. Für einen Versuch wurden bis zu 8 Protoplasten 
mit einem Durchmesser von circa 30 µm beobachtet. Die Protoplasten wurden innerhalb 1 h 
auf Vitalität geprüft. Darauf erfolgte die Zugabe von Effektoren. Die Beobachtung der 
Protoplasten wurde für bis zu 2 h fortgesetzt. Während des Versuches wurden alle 5 oder 10 
min Bilder von jedem Protoplasten aufgenommen (Coolpix 4500, Nikon, Tokio, Japan). 
Anhand der Bilder und den Programmen ImageJ (Wayne Rasband, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 
National Institute of Health, USA, Version 1.25) und Origin 6.0 (OriginLab Corporation, 
Northampton, USA) wurde das Volumen der Protoplasten zum jeweiligen Zeitpunkt ermittelt. 
Nach Steffens und Lüthen (2000) wurden die Änderungen des Protoplastenvolumens über 
die Zeit als Nettovolumenänderung in Prozent in Abhängigkeit von der Zeit berechnet und 
dargestellt. Die verwendeten Effektoren sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
 
Tabelle 3: Effektoren der Protoplastenversuche. Die Effektoren wurden in Waschpuffer (Steffens und 
Lüthen, 2000) gelöst. 
Effektor Quelle Endkonzentration [M] 
Indol-3-essigsäure, IAA Merck (Darmstadt, Deutschland) 10-5 
Indol-3-acetonitril, IAN Merck (Darmstadt, Deutschland) 10-5 
2-Naphtylessigsäure,          
2-NAA 
Merck (Darmstadt, Deutschland) 10-5 
Antikörperfragment scFv12 Dr. Catherine Perrot-Rechenmann 
(CNRS, Gif-sur-Yvette, Frankreich) 
8 x 10-8 
C-terminales Peptid     
(FVWDEDCFEAAKDEL) 
PSL (Heidelberg, Deutschland) 10-6 
Kontrollpeptid 
(ECDKLFEADFEWVD) 
PSL (Heidelberg, Deutschland) 10-6 
Phytosulfokin-α, PSK-α BioSyntan (Berlin, Deutschland) 5 x 10-11 bis 10-9 
Unsulfatiertes Pentapeptid, 
dsPSK 
BioSyntan (Berlin, Deutschland) 10-10 
PSK-Aminosäurengemisch,      
I, 2x Y, Q, T 




2.6.2. Untersuchungen zum Zyklieren der Plasmamembran 
Es sollte untersucht werden, ob ABP1 einen Einfluss auf das Zyklieren der Plasmamembran 
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beziehungsweise des Membransystems der Zelle besitzt. Hierzu wurden die in Tabelle 3 
beschriebenen Effektoren herangezogen. Um Veränderungen im Membransystem 
beobachten zu können, wurde ein spezifischer Membranfarbstoff FM4-64 (N-(3-triethyl-
ammoniumpropyl)-4-(p-diethylaminophenylhexatrienyl)-pyridium dibromid), Invitrogen, Karls-
ruhe, Deutschland) verwendet. FM4-64 gehört zur Familie der Sterylpyridium-Farbstoffe 
(Abbildung 5), ist wasserlöslich und fluoresziert nur in lipophiler Umgebung. Bei einer 
Anregung bei 488 nm fluoresziert der Farbstoff rot bei 620 bis 650 nm. FM4-64 wird über die 











Abbildung 5: Strukturformel von FM4-64 und seine Ausrichtung in der Plasmamembran. 
 
Das Zyklieren der Plasmamembran wurde an Maisprotoplasten untersucht. Die Herstellung 
der Protoplasten erfolgte nach Steffens und Lüthen (2000). Zur Beobachtung wurde ein 
konfokales Laser Scanning Mikroskop (CLSM, TCS SP mit Ar-Laser von Leica, Wetzlar, 
Deutschland) verwendet. Spezielle Objekträger wurden vorbereitet (Abbildung 6), um erstens 
einen festen Abstand zwischen Objektträger und Deckglas zu gewährleisten und um 
zweitens die Verdunstung des Protoplastenpuffers und damit eine Austrocknung der 
Protoplasten über die Zeit zu verhindern. Hierfür wurde an zwei gegenüberliegenden Seiten 
ein circa 1,5 cm langer und circa 3 mm breiter Klebestreifen befestigt und anschließend ein 
dünner Film von Gel Seal (silikonartiges Schmiermittel, GE Healthcare, Freiburg, 
Deutschland) im Quadrat aufgetragen (Abbildung 6). 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der modifizierten Objektträger. 
 
Für einen Versuch wurde Protoplastenlösung in das begrenzende Quadrat aus Gel Seal 
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gegeben. 5 min nach der Zugabe eines Effektors (Tabelle 3) wurde der Farbstoff in einer 
Endkonzentration von 8 µM appliziert. Anschließend wurde der Versuchsraum mit einem 
Deckglas verschlossen. Einzelne Protoplasten wurden über einen Zeitverlauf von 60 min 
beobachtet, wobei alle 10 min mit dem CLSM (Vergrößerung: 40x, Laserleistung: 11%, 
Anregungswellenlänge: 488 nm, Bereich der Emissionsdetektion: 610 bis 650 nm) Bilder 
aufgenommen wurden. Abhängig von der Größe der Protoplasten setzte sich ein Bild aus bis 
zu 20 Z-Schnitten zusammen, welche mit dem Programm LCS (Leica Confocal Software, 
Leica, Wetzlar, Deutschland) aufgenommen und bearbeitet wurden. Zur Auswertung wurden 
Protoplastenbilder nach unterschiedlicher Effektorapplikation verglichen. 
 
2.6.3. Phänotypische Untersuchungen von Zellkulturen 
Die hergestellten putativen Strep-ABP1 Überexpressionslinien sollten in Bezug auf Zellkern- 
und Zellaggregatrgröße untersucht werden. Die Untersuchung der Zellkerngröße erfolgte an 
Strep-ABP1 Überexpressionslinien (2.4.11.) sowie an der Wildtyp-Zelllinie. Hierzu wurden 
Suspensionszellen 7 d nach der Subkultur verwendet. Es wurden 500 µl der 
Suspensionskultur in ein Reaktionsgefäß gegeben und mit 1% (v/v) DMSO und 0,004% (w/v) 
DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindole dihydrochlorid, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
vermischt. Die gefärbten Kerne wurden mit einem CLSM (TCS SP mit Ar-Laser von Leica, 
Wetzlar, Deutschland) bei 40 facher Vergrößerung und einer Anregungswellenlänge von 360 
nm beobachtet und dokumentiert (Leica Bildverarbeitungssoftware LCS). Anhand der 
aufgenommenen Bilder und dem Programm ImageJ (Wayne Rasband, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/, National Institute of Health, USA, Version 1.25) wurde die sichtbare 
Fläche der Zellkerne in µm2 bestimmt.  
 Arabidopsis-Zellkulturen wachsen in Suspension durch Zellteilung in 
Zellaggregaten. Diese Aggregate teilen sich durch Fragmentierung ab einer bestimmten 
Größe, so dass eine Population von unterschiedlich großen Zellaggregaten vorkommt. Die 
Größe dieser Population sollte bestimmt und zwischen verschiedenen Zelllinien verglichen 
werden. Hierzu wurden Suspensionszellen 7 d nach der Subkultur verwendet. Es wurden 
Bilder von den Zellaggregat-Populationen mit einem Inversmikroskop (Diavert von Leica, 
Wetzlar, Deutschland) bei 10 facher Vergrößerung mit einer Digitalkamera (Coolpix 4500, 
Nikon, Tokio, Japan) aufgenommen. Die sichtbare Fläche der einzelnen Aggregate wurde 
mit dem Programm ImageJ (Wayne Rasband, http://rsb.info.nih.gov/ij/, National Institute of 
Health, USA, Version 1.25) in µm2 bestimmt.  
 Ebenso wurde der Ploidiegrad der Zelllinine über ein Durchflusscytometer (DFC, 
Coulter Epics XL, Krefeld, Deutschland) bestimmt. Es wurden Zellkerne von Wildtyp-
Zellkulturen mit transformierten Zelllinien verglichen. Hierzu wurden 7 d alte Flüssigkulturen 
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verwendet. Um das Medium von den Zellen zu entfernen, wurden diese in einem 100 µm 
Sieb aufgefangen, kurz auf Filterpapier gesetzt und danach bei -20°C eingefroren. Circa 0,5 
g gefrorenes Zellmaterial wurde mit 2 ml Propidiumjodidlösung (Sauter, 1997) mit einer 
Rasierklinge fein zerhackt. Die Suspension wurde durch ein 30 µm Sieb gegeben. Die 
Lösung mit angefärbten Kernen wurde aufgefangen und für die Messung im DFC verwendet. 
Um den relativen DNA-Gehalt zu bestimmen, wurden circa 10000 Kerne pro Messung 
eingesetzt. 
2.6.4. PAtABP1:GUS Expressionsanalysen 
Die Aktivität des AtABP1 Promotors sollte über GUS-Analysen untersucht werden. Es wurde 
ein putativer Promotorbereich von 1582 bp mit Hilfe von www.arabidopsis.org ermittelt. Die 
Amplifikation des Promotorfragmentes erfolgte stromaufwärts des Startkodons. Die dafür 
verwendeten Oligonukleotide AtABP1-P-R und AtABP1-P-F sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
Klonierungen wurde mit dem Gateway System durchgeführt (2.4.9.). Als Destinationsvektor 
wurde pBWGFS7 verwendet (Tabelle 2). Er besitzt hinter dem eingefügten 
Promotorfragment von AtABP1 das uid Gen, welches für β-Glucuronidase kodiert. 
Arabidopsis-Pflanzen wurden über Agrobacterium tumefaciens im „floral dip“-Verfahren 
transformiert und transformierte Pflanzen selektiert (2.4.10.).  
 Zur Untersuchung der Promotoraktivität wurden Arabidopsis-Keimlinge im Alter von 
bis zu 6 d verwendet. Die Keimlinge wurden unter sterilen Bedingungen, wie unter 2.2.1. 
beschrieben, im Licht wie auch etioliert angezogen. Um den Einfluss von Auxin auf die 
Aktivität des AtABP1 Promotors zu untersuchen, wurden Keimlinge auf Medium mit 10 µM 1-
NAA und 10 µM NPA (1-N-Naphthylphalat, Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande) 
angezogen. Ebenso wurden Blüten von Arabidopsis-Pflanzen untersucht. 
 Die GUS-Färbung von Keimlingen und Blüten erfolgte nach Weigel und Glazebrook 
(2002). Pflanzenmaterial wurde in 90%igem (v/v) Aceton gesammelt und für 20 min inkubiert. 
Anschließend wurde das Aceton durch einen Waschschritt mit 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 
7,2 entfernt und das Pflanzenmaterial in GUS-Färbelösung 24 h bei 37°C inkubiert. Die 
Farbreaktion wurde durch Entfernen der GUS-Färbelösung und Waschen in 40% (v/v) 
Ethanol gestoppt. Chlorophyll im Pflanzenmaterial wurde durch eine aufsteigende 
Ethanolreihe (bis zu 90%) entfernt. Zur Klärung und Lagerung wurde das Gewebe in 
Klärlösung eingebettet und bei 4°C gelagert. Die Dokumentation der Färbung erfolgte mit 
Hilfe eines Inversmikroskops (Diavert von Leica, Wetzlar, Deutschland) und einer Coolpix 
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GUS-Färbelösung 
50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,2 
0,1% (w/v) Triton X-100 
1 mM K3Fe(CN)6 
1 mM K4Fe(CN)6 
1 mM 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Glucuronid (X-Gluc) 
 
Klärlösung 
67% (w/v) Chloralhydrat 
11% (w/v) Glyzerin 
 
2.7. Verwendete Computerprogramme und Datenbankrecherchen  
 
Die Größen von Zellkernen, Protoplasten und Zellaggregaten wurden über das Programm 
ImageJ (Wayne Rasband, http://rsb.info.nih.gov/ij/, National Institute of Health, USA, Version 
1.25) ermittelt. Die Auswertung von Daten und Erstellung von Grafiken erfolgte über Origin 
6.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USA). Mit dem CLSM aufgenommene Bilder 
wurden mit LCS (Leica Confocal Software, Leica, Wetzlar, Deutschland) bearbeitet. Mit der 
Coolpix Kamera (Nikon, Tokio, Japan) erstellte Bilder wurden mit Photoshop CS2 (Adobe 
System Inc., San Jose, USA) bearbeitet. 
 Informationen zur genomischen Sequenz, zu Expressionsdaten und Protein-
sequenzanalysen wurden über BioEdit 7.0.5. (Ibis Therapeutics, Carlsbad, Kanada), 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) ExPASy (http://au.expasy.org/sprot/), 
Genevestigator (http://www.genevestigator.ethz.ch/at/), National Center of Biotechnology 
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Secondary structure prediction (SSpro, 
http://www.ics.uci.edu/%7Ebaldig/scratch/), The Arabidopsis Information Resource (TAIR, 
http://www.arabidopsis.org) und Tcoffee (http://igs-server.cnrs-mrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi/inde 
x.cgi) ermittelt.  
 Zur statistischen Absicherung wurde eine ANOVA und Tukey-Tests mit dem 
Programm Minitab (minitab Inc., State Collage Pennsylvania, USA) durchgeführt. Es wurde 




3.1. PAtABP1:GUS Expressionsanalysen 
Über die Expression von Protein kodierenden Genen, in welchen Geweben und in welchen 
Entwicklungsstadien ihre Promotoren aktiv sind, ist es teilweise möglich Rückschlüsse auf 
ihre Funktion beziehungsweise ihre Aktivität zu ziehen. Die Expression von AtABP1 wurde 
über Microarray-Analysen untersucht (Genevestigator, www.genevestigator.ethz.ch/at/). 
Microarray-Daten deuten auf sehr schwache aber ubiquitäre Expression im gesamten 
Entwicklungszyklus von Arabidopsis hin. In Zellkulturen und Blütenstielen wurden deutlich 
höhere Expressionen nachgewiesen. Um die Aktivität des Promotors von AtABP1 
zellspezifisch untersuchen zu können, wurden PAtABP1:GUS-Pflanzen hergestellt. Es wurde 
ein Promotorbereich von 1582 bp stromaufwärts des Startkodons ausgewählt. 6 von 10 
PAtABP1:GUS-Linien zeigten eine Glucuronidaseaktivität. 5 Linien wurden auf die Aktivität des 
AtABP1-Promotors untersucht. 2 bis 6 d alte Keimlinge wurden unter Langtagbedingungen 
und im Dunkeln angezogen. Ebenso wurden 5 Wochen alte Pflanzen mit Blüten und Schoten 
untersucht. Exemplarisch werden Bilder einer Promotor:GUS-Linie mit für alle Linien 
typischen Färbungen gezeigt. PDR5:GUS-Mutanten wurden zum Vergleich herangezogen. In 
PDR5:GUS-Pflanzen werden auf Grund eines synthetisch hergestellten Promotors mit 7 
Auxin-responsiven Elementen (AuxRE) Zellen angefärbt, die auf Auxin mit einer schnellen 
auxininduzierten Genexpression antworten (Ulmasov et al., 1997).  
 Unter Langtag angezogene Keimlinge beginnen nach 2 d mit der Streckung des 
Hypokotyls (Abbildung 7A und B). Eine AtABP1-Promotor-Aktivität war in einzelnen Zellen im 
Hypokotyl zu beobachten (Abbildung 7A). Im Vergleich dazu war in der PDR5:GUS-Mutante 
Promotor-Aktivität in der Wurzelspitze und im Zentralzylinder zu erkennen (Abbildung 7B). In 
3 d alten Keimlingen war eine Aktivität des AtABP1-Promotors in den Kotyledonen und in 
jungen sich entwickelnden Blättern zu finden (Abbildung 7E). In den Kotyledonen war der 
Promotor nicht im Bereich der Hydathoden aktiv, anders als bei PDR5:GUS-Pflanzen 
(Abbildung 7E, F). Eine DR5-Aktivität konnte nach 3 d in den Spitzen junger sich 
entwickelnder Blätter beobachtet werden. Im Alter von 4 d zeigten PAtABP1:GUS-Keimlinge 
eine zusätzliche Promotor-Aktivität in Lateralwurzelprimordien (Abbildung 8). Die Aktivität 
des AtABP1-Promotors in Lateralwurzelprimordien wurde bei keiner anderen Behandlung 
und in keinem anderen Entwicklungsstadium beobachtet. Nach 5 d ließ die Aktivität des 
AtABP1-Promotors in den Kotyledonen nach. In sich entwickelnden Blättern war sie im 
Bereich des sich entwickelnden Leitgewebes gut erkennbar (Abbildung 7M). Im Vergleich 
dazu zeigte sich PDR5:GUS-Aktivität in Hydathoden und an den Rändern der Kotyledonen, in 
den Spitzen sich entwickelnder Blätter und in den Stipulen (Abbildung 7N). Bei 6 d alten 
3. Ergebnisse 
 47 
Keimlingen war die PAtABP1:GUS-Aktivität in den Kotyledonen nur noch schwach im Bereich 
hinter den Hydathoden und in sich entwickelnden Blättern als Linie von der Spitze bis zur 
Basis zu sehen (Abbildung 7Q). DR5-Pflanzen zeigten im beobachteten Versuchszeitraum 
keine weiteren entwicklungsabhängigen Veränderungen in der Promotor-Aktivität (Abbildung 
7R). In 10 d und 6 Wochen alten Pflanzen mit Blüten und Schoten konnte keine PAtABP1:GUS-
Aktivität nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 7: PAtABP1:GUS Untersuchungen an 2 bis 6 d alten Arabidopsis-Keimlingen. Keimlinge 
wurden unter Langtagbedingungen mit (C, D, G, H, K, L, O, P) und ohne 10 µM 1-NAA (A, B, E, F, I, 
J, M, N, Q, R) angezogen. Zum Vergleich wurden gleich alte PDR5:GUS-Keimlinge dargestellt. 
PAtABP1:GUS A, C, E, G, I, K, M, O und Q. PDR5:GUS B, D, F, H, J, L, P und R. Die Balken 





 Um zu testen, ob die Promotoraktivität von AtABP1 durch Auxin beeinflusst wird, 
wurden Keimlinge auf 10 µM 1-NAA unter Langtagbedingungen angezogen (Abbildung 7). 
Nach 3 d wurden Veränderungen in der AtABP1-Promotor-Aktivität beobachtet. Neben dem 
bekannten Aktivitätsmuster in den Kotyledonen und in sich entwickelnden Blättern war eine 
zusätzliche Aktivität in einzelnen Zellen des Hypokotyls und der Primärwurzel zu sehen 
(Abbildung 7G). Nach 4 d und 5 d war eine PAtABP1:GUS-Aktivität im Zentralzylinder im 
basalen Bereich des Hypokotyls und in der Wurzelhaarzone nachweisbar (Abbildung 7K, O). 
Die DR5-Promotor-Aktivität wurde durch 1-NAA, wie erwartet, verstärkt. In Keimlingswurzeln 
zeigte PDR5:GUS die stärkste Aktivität (Abbildung 7D, H, L). 
 Die Expressionsmuster von PAtABP1:GUS und PDR5:GUS unterschieden sich 
grundlegend. In den Kotyledonen scheinen sie sogar gegensätzlich exprimiert zu werden. 
Der AtABP1-Promotor wird schwach jedoch spezifisch durch Auxin aktiviert. 
 
 
Abbildung 8: Detailaufnahme der Primärwurzel einer 4 d alten, im Langtag angezogenen 
PAtABP1:GUS-Mutante. Gefärbt ist ein Lateralwurzelprimordium. Der Balken entspricht 200 µm. 
 
 Etiolierte Keimlinge der PAtABP1:GUS- und PDR5:GUS-Linien zeigten nach 2 d das 
gleiche Expressionsmuster wie Keimlinge, die unter Langtagbedingungen angezogen 
wurden (Abbildung 7 und 9). Nach 3 d war in PAtABP1:GUS-Keimlingen eine starke Färbung in 
den Kotyledonen, außer in den Hydathoden und eine schwache Färbung in jungen sich 
entwickelnden Blättern zu beobachten. Zusätzlich war der AtABP1-Promotor auch im 
Leitgewebe des apikalen Hakens aktiv (Abbildung 9E). Im Vergleich dazu wurde die Aktivität 
vom PDR5:GUS neben den schon bekannten Bereichen nach 3 d und 4 d im unteren Bereich 
des apikalen Hakens beobachtet (Abbildung 9F, J). Eine PAtABP1:GUS-Aktivität im apikalen 
Haken konnte dagegen in 4 d alten Keimlingen nicht mehr nachgewiesen werden (Abbildung 
9I). Auf 10 µM 1-NAA angezogene etiolierte Arabidopsis-Keimlinge zeigten das gleiche 
Expressionsmuster (Abbildung 9) wie Keimlinge, die unter Langtagbedingungen mit 10 µM 1-





Abbildung 9: PAtABP1:GUS Untersuchungen an 2 bis 4 d alten etiolierten Arabidopsis-Keimlingen. 
Keimlinge wurden im Dunkeln mit (C, D, G, H, K, L) und ohne 10 µM 1-NAA (A, B, E, F, I, J) 
angezogen. Zum Vergleich wurden gleich alte PDR5:GUS Keimlinge dargestellt. PAtABP1:GUS A, C, E, 
G, I und K. PDR5:GUS B, D, F, H, J und L. Die Balken entsprechen 200 µm. 
 
 Neben dem schon bekannten Expressionsmuster induzierte 1-NAA eine zusätzliche 
Aktivität von PAtABP1:GUS in Bereichen des Hypokotyls und der Wurzel. In 3 d alten 
Keimlingen waren verstärkt einzelne Zellen des Hypokotyls und der Wurzel gefärbt. Nach 4 d 
war die Färbung auf den Zentralzylinder dieser Bereiche konzentriert. 3 d alte Keimlinge 
zeigten unter diesen Anzuchtbedingungen vereinzelt eine Krümmung des Hypokotyls. Bei 
gekrümmten PAtABP1:GUS-Keimlingen war eine asymmetrische Verteilung der angefärbten 
Zellen zu beobachten. Nur auf der gekrümmten Seite des Hypokotyls, nicht auf der 
gestreckten, war eine Aktivität des AtABP1-Promotors zu beobachten (Abbildung 10).  
 
 
Abbildung 10: 3 d alter, etiolierter auf 10 µM 1-NAA angezogener PAtABP1:GUS-Keimling. Der 
Keimling zeigt die vereinzelt auftretende Krümmung des Hypokotyls. Eine asymmetrische Verteilung 
der gefärbten Zellen ist auf der gekrümmten Seite zu beobachten. Der Balken entspricht 200 µm. 
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 Etiolierte PDR5:GUS- und PAtABP1:GUS-Keimlinge zeigten insgesamt ein 
unterschiedliches Expressionsmuster. Der AtABP1-Promotor wurde schwach durch Auxin 
induziert. Im Hypokotyl und in der Primärwurzel, wo ein starkes DR5-Signal zu beobachten 
war, zeigte sich auch eine schwache PAtABP1:GUS-Aktivität. 
 Der Auxin-Transportinhibitor 1-N-Naphthylphthalat (NPA) hemmt spezifisch den 
polaren Transport von Auxin. Es kommt zu einer Anreicherung von Auxin am Bildungsort und 
einer Verarmung am Wirkort (Reed et al., 1998; Ponce et al., 2005). Es wurde untersucht, ob 
NPA einen Einfluss auf die AtABP1-Promotoraktivität besitzt (Abbildung 11). Eine 
Behandlung mit 10 µM NPA veränderte kaum das Expressionsmuster von PAtABP1:GUS-
Keimlingen im Vergleich zu der Promotor-Aktivität von Keimlingen, die ohne NPA angezogen 
wurden (Abbildung 7). Das gleiche galt für PDR5:GUS-Keimlinge. Allerdings war die 
Promotoraktivität von DR5 in Kotyledonen stärker (Abbildung 11B, D, F). 3 d und 6 d alte 
PDR5:GUS-Keimlinge zeigten zusätzlich eine Aktivität im apikalen Bereich des Hypokotyls 
(Abbildung 11B, D, F). Durch die NPA-Behandlung lag dort eine erhöhte Auxinkonzentration 
vor, da durch NPA der Transport spezifisch gehemmt wird. PAtABP1:GUS-Keimlinge zeigten 
nach 3 d eine Färbung von einzelnen Zellen im apikalen Bereich des Hypokotyls (Abbildung 
11A, C) und etiolierte 6 d alte Keimlinge eine Aktivität im Leitbündel im Bereich der Auxin-
Akkumulation (Abbildung 11E). 
  
 
Abbildung 11: Einfluss des Auxin-Transportinhibitors NPA auf die Aktivität von PAtABP1:GUS und 
PDR5:GUS. 3 d alte Keimlinge wurden unter Langtagbedingungen (A, B), 3 d und 6 d Keimlinge im 
Dunkeln (C, D, E, F) angezogen. PAtABP1:GUS A, C und E. PDR5:GUS B, D und F. Die Balken 
entsprechen 200 µm. 
 Eine NPA-Behandlung führte im Vergleich zu unbehandelten Keimlingen nur zu 
einer geringen Veränderung im Expressionsmuster von PAtABP1:GUS. Die Expression von 
PDR5:GUS wurde vor allem in den Kotyledonen verstärkt. Im apikalen Bereich des 
Hypokotyls, wo der Transport von Auxin gestört war, wurden bei PAtABP1:GUS-Keimlingen 
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einzelne Zellen angefärbt. Dieses Promotoraktivitätsmuster ähnelt abgeschwächt dem der 1-
NAA behandelten 3 d alten Keimlinge, die in Bereichen des Hypokotyls und der Primärwurzel 
einzelne gefärbte Zellen aufwiesen (Abbildung 9G). In beiden Fällen könnte eine erhöhte 
Auxinkonzentration die ABP1-Promotoraktivität induziert haben. 
 Zusammengefasst war der ABP1-Promotor in wachsenden Kotyledonen aktiv, nicht 
aber im Bereich der Hydathoden. Ebenso zeigte sich eine Aktivität in jungen, sich 
entwickelnden Blättern. In der Primärwurzel war die PAtABP1:GUS-Aktivität auf 
Lateralwurzelprimordien beschränkt. Eine Aktivität in Blütenstielen, die durch Genevestigator 
vorhergesagt wurde, konnte nicht beobachtet werden. In etiolierten Keimlingen war eine 
Aktivität des AtABP1-Promotors auch im Leitbündel des apikalen Hakens zu beobachten. 
Eine Behandlung mit 1-NAA führte zu einer PAtABP1:GUS-Aktivität im Hypokotyl- und 
Wurzelbereich. Bei 3 d alten Keimlingen waren dies einzelne Zellen, später war der 
Zentralzylinder teilweise gefärbt. NPA induzierte eine Färbung im apikalen Bereich des 
Hypokotyls. Bei 3 d alten Keimlingen waren es vereinzelte Zellen, bei 5 d alten etiolierten 
Keimlingen zeigte sich Promotor-Aktivität im Leitgewebe. Die von 1-NAA und NPA induzierte 
Aktivität des AtABP1-Promotors wurde in Geweben beobachtet, in denen eine erhöhte 
Auxinkonzentration vorhanden war. Diese wurde durch den auxinsensitiven DR5-Promotor 
angezeigt. Ansonsten unterschied sich die PDR5:GUS-Aktivität von der des AtABP1-
Promotors. Der AtABP1-Promotor wird scheinbar schwach, jedoch spezifisch durch Auxin 
induziert. Durch ergänzende RT-PCR-Versuche und Nothern-Blot-Analysen könnte dies 
bestätigt werden.  
 
3.2. Identifizierung von Proteinen, die mit ABP1 interagieren 
Über die Identifizierung von Interaktionspartnern von ABP1 sollte dessen Funktion näher 
charakterisiert werden. Zum einen sollten interagierende Proteine, die an den C-Terminus 
binden, aufgereinigt werden. Zum anderen sollte, um keine mögliche Interaktionsdomäne 
auszuschließen, das gesamte ABP1-Protein zur Aufreinigung seiner Interaktionspartner 
verwendet werden. 
 
3.2.1. Nachweis von ZmABP1 in Maiskoleoptilen 
Um mit ABP1 interagierende Proteine aus Maiskoleoptilen aufzureinigen, musste zuerst 
nachgewiesen werden, ob in Proteinfraktionen aus Maiskoleoptilen ZmABP1 mit einer 
theoretischen Größe von 22 kDa vorhanden war und somit auch dessen mögliche 
Interaktionspartner. Es wurden verschiedene Proteinfraktionen verwendet. Der aus 
Maiskoleoptilen hergestellte Proteinextrakt wurde mit 1000 g zentrifugiert, um Zellreste zu 
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entfernen. Die Proteine des Pellets wurden als Gesamtfraktion (G) bezeichnet. Der 
Überstand wurde mit 8000 g zentrifugiert und das resuspendierte Pellet als P8 bezeichnet. 
Aus dem Überstand von P8 wurden über eine Zentrifugation mit 100000 g Fraktionen aus 
dem resuspendierten Pellet (P100) und dem Überstand vom P100 (Ü) hergestellt. In der P100-
Fraktion sollten sich vor allem Membranvesikel befinden. Nach der Auftrennung der Proteine 
über eine SDS-PAGE konnte über den Anti-ZmABP1 Antikörper das Protein in allen 
Fraktionen nachgewiesen werden (Abbildung 12B). Proteinbanden sind in unterschiedlicher 
Intensität in allen Fraktionen bei einer Größe um 22 kDa zu erkennen. Am stärksten waren 
die Proteinbanden der Gesamtfraktion G und im Membranpellet P100 gefärbt. Dies entspricht 
der gezeigten Lokalisation von ABP1 im ER (Henderson et al., 1997). In Abbildung 12A ist 
eine coomassiegefärbte SDS-PAGE gezeigt.  
Obwohl in den Proteinfraktionen, die bei einem pH-Wert von 6,5 isoliert wurden, weniger 
ZmABP1 nachgewiesen wurde, wurde diese Isolationsmethode für weitere Versuche 
verwendet. Unter sauren Bedingungen ist die Bindung von IAA an ABP1 somit auch eine 
Interaktion von ABP1 mit anderen Proteinen wahrscheinlicher (Löbler und Klämbt, 1985). 
 
A         B 
         
Abbildung 12: Nachweis von ZmABP1 in verschiedenen Proteinfraktionen von Maiskoleoptilen über 
Western-Blot. Proteinfraktionen von Maiskoleoptilen wurden in Puffer mit pH-Werten von 6,5 oder 7,5 
hergestellt und in eine SDS-PAGE aufgetrennt. Proteinbanden mit ABP1-entsprechenden Größe 
wurden mit einem Pfeil markiert. A Coomassiegefärbte SDS-PAGE. B Western-Blot mit Anti-ZmABP1 
Antikörper. Nachweis über NBT-BCIP. St: Standard, G: Gesamtfraktion, P8 und P100 resuspendiertes 
Pellet nach Zentrifugation bei 8000 g oder 100000 g, Ü: Überstand von P100. 
 
3.2.2. Identifizierung von ABP1-Interaktionspartnern über das C-terminale 
Peptid von ZmABP1 als Interaktionsdomäne 
Vorherige Untersuchungen zeigten, dass der C-Terminus wahrscheinlich eine Domäne von 
ABP1 ist, die für die Signalweiterleitung wichtig ist (Thiel et al., 1993; Leblanc et al., 1999; 
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Steffens et al., 2001). In dieser Arbeit wurde an Protoplasten von Maiskoleoptilen gezeigt, 
dass das C-terminale Peptid FVWDEDCFEAAKDEL von ABP1 alleine ausreichte, um einen 
auxinähnlichen Effekt zu induzieren (3.3.4.). Das Peptid war demzufolge ausreichend, um 
eine Reizweiterleitung zu bewirken. Es wurde aus diesem Grund ausgewählt, um über 
Affinitätschromatographie mit ABP1 interagierende Proteine aufzureinigen.  
 
3.2.2.1. Ermittlung optimaler Bedingungen zur Aufreinigung von interagierenden Proteinen 
mit dem C-Terminus 
Das C-terminale Peptid von ABP1 wurde an die Matrix einer Toyoperl AF-Tresyl 650 M 
Säule gekoppelt. Anschließend wurde getestet, wieviel Waschpuffer nötig war, um 
nichtgebundene Proteine zu entfernen und mit welcher Methode Proteine möglichst 
schonend eluiert werden konnten.  
  
kDa St   D  W  ENaCl EpH
 
Abbildung 13: Optimierung der Aufreinigung von an den C-Terminus von ZmABP1 bindenden 
Proteinen. Gesamtextrakt von Maiskoleoptilen wurde auf die mit dem C-Terminus gekoppelte Säule 
aufgetragen. Die Säule wurde mit Waschpuffer-W gewaschen und Proteine über einen Salz- und 
anschließend einen pH-Sprung eluiert. Proteinfraktionen der Eluate wurden über eine SDS-PAGE 
aufgetrennt und über eine Silberfärbung sichtbar gemacht. St: Standard, D: Durchfluss, W: letzter 
Waschschritt, ENaCl: 1 M NaCl Salzsprung, EpH: pH-Sprung von pH 6,5 zu pH 2,5. 
 
20 ml Waschpuffer-W genügten, um alle ungebundenen Proteine zu entfernen (Abbildung 
13). Diese Menge wurde für weitere Versuche zum Waschen verwendet. Nach gängiger 
Methode werden die an die Säule bindenden Proteine durch einen pH-Sprung eluiert. Hierfür 
wird ein pH von 2,5 verwendet, wodurch alle bindenden Proteine gelöst werden. Dieser stark 
saure pH kann die eluierten Proteine zum Teil degradieren. Eine weitere Möglichkeit ist die 
Elution mit hohen Salzkonzentrationen wie 1 M NaCl. Bei dieser Methode können die 
Proteine nicht beschädigt werden. Beide Methoden wurden getestet, um die bindenden 
Proteine vom C-Terminus zu lösen. Erst wurde mit 1 M NaCl und anschließend mit 0,1 M 
Glycin bei pH 2,5 eluiert. Mit 1 M NaCl (ENaCl) konnten alle interagierenden Proteine eluiert 
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werden. In der Fraktion des anschließenden pH-Sprungs (EpH) wurden keine Proteine mehr 
nachgewiesen (Abbildung 13). In weiteren Versuchen wurde für die Elution NaCl mit einer 
Konzentration bis 1 M verwendet.  
 
3.2.2.2. Aufreinigung von C-Terminus-bindenden Proteinen 
Mit einem NaCl-Gradienten von 50 bis 1000 mM (E50 bis E1000) konnten Proteine 
unterschiedlicher Bindungsstärke von der Säule eluiert werden. In Abbildung 15A sind 
aufgereinigte Proteine aus der Gesamtfraktion von Maiskoleoptilen zu sehen. Als Kontrolle 
wurden Proteine über eine Säule aufgetrennt, die aus dem Säulenmaterial bestand, an die 
aber kein C-terminales Peptid gekoppelt war. Darüber wurden die Proteine identifiziert, die 
eine Bindungsaffinität für das Säulenmaterial besaßen. Nur Proteinbanden, die 
ausschließlich an die mit dem C-Terminus gekoppelte Säule banden, wurden als spezifisch 
mit dem C-Terminus interagierend eingestuft. Die spezifisch gebundenen Proteine zeigten 
unterschiedlich hohe Bindungsaffinität zum C-Terminus (Abbildung 15). 
 Um die an den C-Terminus bindenden Proteine identifizieren zu können, wurden 
Proteine von Reis- statt von Maiskoleoptilen verwendet. Der Vorteil von Reis (Oryza sativa) 
ist, dass das Genom im Gegensatz zu Mais vollständig sequenziert ist und Proteine über die 
Aminosäuresequenz leichter identifiziert werden können. Reis und Mais gehören beide zu 
den Gräsern. Über einen Homologievergleich wurde ein potentielles ABP1 Protein aus Oryza 
sativa ssp indica ermittelt. Das hypothetische Protein OsI_037307 (EAY83348) wurde als 
OsABP1 bezeichnet. OsABP1 ist zu 79% mit ZmABP1 identisch (Abbildung 14). Der C-
Terminus von OsABP1 besitzt die hochkonservierten Aminosäuren, die in allen bislang 
identifizierten ABP1 Proteinen in Pflanzen gefunden wurden (Abbildung 14). Durch die 
verwandtschaftliche Nähe sollten gleiche Proteine mit ABP1 interagieren. 
 
ZmABP1  MAPDLSELAAAAAARGAYLAGVGVAVLLAASF-LPVAES-SCVRDNSLVRDISQMPQSSYGIEGLSHITV  
OsABP1  -------MKYPGQPQ-------EIPVFQNSTFTIPVNDPHQRIPDNSLVKDVSKMYQSNYGREGFSHITI  
 
ZmABP1  AGALNHGMKEVEVWLQTISPGQRTPIHRHSCEEVFTVLKGKGTLLMGSSSLKYPGQPQEIPFFQNTTFSI  
OsABP1  AGALAHGMKEVEVWLQTFGPGQRTPIHRHSCEEIFVVLKGKGTLLLGSSSMKYPGQPQEIPVFKNSTFSV  
 
ZmABP1  PVNDPHQVWNSDEHEDLQVLVIISRPPAKIFLYDDWSMPHTAAVLKFPFVWDEDCFEAAKDEL  
OsABP1  PVNDPHQVWNSDEHEDLQVLVIISRPPVKIFTYDDWSVPHTAAKLKFPYFWDEDCLPAPKDEL  
 
Abbildung 14: Vergleich der Sequenzen von ZmABP1 (P13689) und OsABP1 (EAY83348) über ein 
Aligment in BioEdit. Der C-Terminus ist rot umrahmt. Aminosäuren, die mit  markiert sind, sind in 
allen bekannten ABP1s konserviert (Vergleich Abbildung 3). 
 
C-Terminus 
***  *      **** 
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Abbildung 15B zeigt das Bandenmuster von an den C-Terminus bindenden Proteinen aus 
der Gesamtfraktion von Reiskoleoptilen. Drei Proteinbanden aus der Mais- und der 
Reiskoleoptilfraktion scheinen vergleichbare Größen um 75 kDa (E200), 55 kDa (E500) und 42 
kDa (Mais E100, Reis E200) zu besitzen. 
 
A         Mais   B   Reis 
 
Abbildung 15: Aufreinigung von Proteinen aus Mais- und Reiskoleoptilen, die spezifisch an den C-
Terminus von ZmABP1 banden. Proteine wurden über einen Salzgradienten eluiert, in eine SDS-
PAGE aufgetrennt und über eine Silberfärbung angefärbt. A Proteine aus Maiskoleoptilen. B Proteine 
aus Reiskoleoptilen. KS: Kontrollsäule, St: Standard, E50: 50 mM NaCl Eluat, E100: 100 mM NaCl 
Eluat, E200: 200 mM NaCl Eluat, E500: 500 mM NaCl Eluat, E1000: 1000 mM NaCl Eluat. 
 
3.2.2.3. Identifizierung von Proteinen aus Reis, die an den C-Terminus von ZmABP1 binden 
Um die eluierten Proteine über Massenspektrometrie (MS) analysieren zu können, war eine 
bessere Auftrennung der einzelnen Proteinbanden nötig. Außerdem wurden größere 
Proteinmengen eingesetzt. Ausgangsmateriel für die MS-Analyse waren coomassiegefärbte 
Proteine. Zu analysierende Proteinbanden wurden vorher über eine silbergefärbte SDS-
PAGE ausgewählt. Unspezifisch bindende Proteine wurden anhand der von einer 
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Abbildung 16: Auftrennung von spezifisch und unspezifisch bindenden Proteinen aus dem 
Gesamtextrakt von Reiskoleoptilen. Gesamtprotein wurde über eine Säule mit gekoppeltem C-
Terminus von ZmABP1 (C-Terminus) oder über eine Säule ohne gekoppeltem Peptid (Kontrolle) 
aufgetrennt. Die Elution der Proteine erfolgte über einen Salzgradienten. Die Proteine wurden 
silbergefärbt. Mit ● sind Proteinbanden markiert, welche einer massenspektrometrischen Analyse 
unterzogen wurden. St: Standard, E50: 50 mM NaCl Eluat, E100: 100 mM NaCl Eluat, E200: 200 mM 
NaCl Eluat, E500: 500 mM NaCl Eluat, E1000: 1000 mM NaCl Eluat. 
 
Es wurden 8 Proteinbanden zur Analyse ausgewählt (Abbildung 16) und in der Arbeitsgruppe 
von Prof. Dr. Karsten Niehaus (Universität Bielefeld, Bielefeld, Deutschland) analysiert. Es 
konnten 5 Proteine mit einer Peptidabdeckung von über 70% identifiziert werden (Tabelle 4). 
Zu den aus Reis identifizierten Proteine zählten das peroxisomale Fettsäure ß-
Oxidationsprotein, die putative Format-Tetrahydrofolat Ligase, die putative ATP-Citratlyase a 
Untereinheit, das putative Auxin- und Ethylen-regulierte Protein AER (auxin and ethylene 







Tabelle 4: Proteine aus Reiskoleoptilen, die an den C-Terminus von ZmABP1 binden. Dargestellt ist, 





Proteinname und Akzessionsnummer (Swiss-Prot Datenbank) 
2 200 Peroxisomales Fettsäure ß-Oxidationsprotein (Q6K7T9) 
3 100 Putative Format-Tetrahydrofolat Ligase (Q67UE5) 
4 100 Putative ATP-Citratlyase a Untereinheit (Q93VT8) 
5 500 Putatives Auxin- und Ethylen-reguliertes Protein (Q6YYV8) 
6 100 Putative 12-Oxophytodienoat Reduktase (Q6Z965) 
 
 Zusätzlich wurde über die Aminosäuresequenz der identifizierten Proteine die 
mögliche Lokalisation in der Zelle ermittelt. Es wurde verglichen, in welchem Kompartiment 
sich ABP1 und in welchem sich seine möglichen Interaktionspartner befinden. Hierfür 
wurden die Programme PSORT Prediction, PENCE Proteome Analyst und Multi Loc 
verwendet. Alle drei Programme errechneten für ZmABP1 eine Lokalisation im ER mit den 
Wahrscheinlichkeiten 0,8 (PSORT), 1 (PENCE) und 0,6 (Multi Loc). PSORT unterscheidet 
zwischen ER-Lumen und -Membran. Die Lokalisationsvorhersage für ZmABP1 ist im ER-
Lumen, weiterhin liegt ZmABP1 mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,65 an der 
Plasmamembran vor (PSORT). 
 Das peroxisomale Fettsäure ß-Oxidationsprotein ist ein sogenanntes 
Multifunktionsprotein und wurde von Chuong et al. (2002) beschrieben. In Peroxisomen ist 
es an der ß-Oxidation von Fettsäuren beteiligt (Preisig-Müller et al., 1994; Mullen, 2002). 
Ebenso wurde gezeigt, dass es mRNA und kortikale Mikrotubuli binden kann und an der 
Bewegung der Peroxisomen beteiligt sein könnte (Chuong et al., 2002, 2005). Die 
Lokalisation des peroxisomalen Fettsäure ß-Oxidationsproteins ist mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 0,7 (PSORT) die ER-Membran, mit 0,5 (PSORT) das Cytoplasma, 
mit 1 (PENCE) und 0,8 (Multi Loc) das Peroxisom. Eine Interaktion mit ABP1 ist aufgrund der 
vorhergesagten Lokalisation nicht auszuschließen. 
 Die putative Format-Tetrahydrofolat Ligase aus Reis ist zu 85% identisch mit der 
10-Formyltetrahydrofolat Synthetase aus Arabidopsis. Beide Folat-Coenzyme sind an der 
Übertragung eines Kohlenstoffs und an der Purinbiosynthese beteiligt sind (Prabhu et al., 
1996; Moore und King, 2003). Das Protein ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,7 in der 
Plasmamembran (PSORT), mit 0,98 (PENCE) und 0,94 (Multi Loc) im Cytoplasma lokalisiert. 
Aufgrund der Funktion und der Lokalisation erscheint eine Interaktion mit ABP1 als 
unwahrscheinlich. 
 Die putative ATP-Citratlyase a Untereinheit aus Reis ist zu 92% identisch mit der 
ATP-Citratlyase B-2 aus Arabidopsis. Sie ist Bestandteil der ATP-Citratlyase (ACL), einem 
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Heterooktamer aus den Untereinheiten a und b. Das cytosolische Enzym ACL katalysiert die 
ATP-abhängige Reaktion von Citrat und CoA zu Acetyl-CoA. ACL scheint den cytosolischen 
„Pool“ von Acetyl-CoA zu generieren (Fatland et al., 2002, 2005). Die Lokalisation im Cytosol 
wurde auch über die Programme PENCE mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,99 und Multi 
Loc mit 0,8 bestätigt. PSORT dagegen berechnet eine Lokalisation im Zellkern mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 0,76. Die Lokalisation und Funktion der putativen ATP-Citratlyase a 
Untereinheit weisen auf keine Interaktion mit ABP1 hin. 
 Über das putative Auxin- und Ethylen-regulierte Protein (AER) ist wenig bekannt. 
Über die Proteinaktivitätsvorhersage-Programme InterPro und Pfam wurden 
Transferasedomainen im AER identifiziert. Das AER-Gen wurde aus einer cDNA-Bank von 
Auxin-behandelten Tabakkeimlingen als eines der frühen induzierten auxinregulierten Gene 
identifiziert und wird ebenfalls durch die Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-
Carboxylsäure induziert (Bauly et al., 2002). Die Lokalisationsvorhersagen ergaben mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 1 (PENCE) eine Lokalisation im Cytosol, auch PSORT und Multi Loc 
wiesen auf eine Lokalisation im Cytosol hin, allerdings nur mit einer geringen 
Wahrscheinlichkeit (PSORT: 0,45, Multi Loc: 0,3). Auch wenn die Expression von AER 
auxininduziert ist, lassen sich aufgrund der Lokalisation und der unbekannten Funktion keine 
Aussagen über eine Interaktion mit ABP1 machen. Allerdings besaß AER die höchste 
Affinität zu dem C-Terminus von ABP1 und konnte erst mit 500 mM NaCl eluiert werden. 
 Die putative 12-Oxophytodienoat Reduktase (OPR) aus Reis ist zu 87% identisch 
mit der OPR aus Mais. Es gibt zwei Subgruppen der OPR. Subgruppe I ist in der 
Signaltransduktion bei der Pathogenabwehr involviert. Für Subgruppe II ist gezeigt, dass die 
Signaltransduktion über die Jasmonsäuresynthese erfolgt. OPR katalysiert hier NADPH-
abhängig die Reduktion von 12-Oxophytodienoatsäure (OPDA) zu 3-Oxo-2-[(Z)-2´-
Pentyl]Cyclopentan-1-Octanoicsäure (OPC-8:0). OPC-8:0 ist ein Vorläufermolekül der 
Jasmonsäure (Schaller und Weiler, 1997; Sobajima et al., 2002; Strassner et al., 2002). Die 
Lokalisationsvorhersagen gaben mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,45 (PSORT) und 0,76 
(Multi Loc) das Peroxisomen und mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,84 (PENCE) das ER an. 
Eine Interaktion von OPR mit ABP1 ist aufgrund der vorhergesagten Lokalisation nicht 
ausgeschlossen. Auch die Funktion bei der Jasmonsäuresynthese macht es in Bezug auf 
Hormon-Hormon-Wechselwirkungen interessant. 
 Es wurden 5 an den C-Terminus von ZmABP1 bindende Proteine identifiziert. Für 
keines der Proteine ist eine Interaktion mit ABP1 sicher. Die ATP-Citratlyase Untereinheit a 
kommt auf Grund der Lokalisation und Funktion kaum als Interaktionspartner von ABP1 
infrage. Für die anderen Proteine ist eine Interaktion mit ABP1 nicht sicher, aber möglich. 
Über Proteinbindestudien müssten Interaktionen belegt oder ausgeschlossen werden. 
Sollten eines oder mehrere dieser Proteine wiederholt in einem anderen Ansatz über die 
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Bindung an ABP1 identifiziert werden, wäre dies ein weiterer Hinweis auf eine mögliche 
Interaktion mit ABP1. 
3.2.3. Überexpression und Identifizierung von Strep-ABP1 bindenden 
Proteinen 
In einem zweiten Affinitätschromatographieansatz sollte das gesamte ABP1-Protein 
verwendet werden, um daran bindende Proteine zu finden. Das funktionelle ABP1 ist 
glykosyliert und besitzt ein Zinkion in der Auxinbindetasche. Um diese Modifikationen zu 
gewährleisten, muss ABP1 in Eukaryonten exprimiert werden. Es wurden Arabidopsis-
Zellkulturen verwendet. AtABP1 wurde N-terminal mit Strep-tag II fusioniert und das 
Fusionsprotein in Arabidopsis-Zellkulturen überexprimiert. Über Strep-tag/Strep-Tactin 
Affinitätschromatographie sollte AtABP1 als Komplex mit daran bindenden Proteinen 
aufgereinigt werden.  
 ABP1 besitzt C-terminal die bereits erwähnte Interaktionsdomäne. Um diese nicht 
durch einen C-terminalen Tag zu inhibieren, wurde Strep-tag II N-terminal fusioniert. N-
terminal weist ABP1 eine ER-Signalsequenz auf, die nach der Synthese des Peptids im ER 
abgespalten wird. Zur Synthese von ABP1 mit N-terminalem Strep-tag II wurde ein Konstrukt 
aus einer Chitinase ER-Signalsequenz, der Strep-tag II Sequenz und der AtABP1 Sequenz 
ohne die ursprüngliche Signalsequenz kloniert (Strep-ABP1, Abbildung 4).  
 
3.2.3.1. Überexpression von Strep-ABP1 
Das Strep-ABP1 Konstrukt wurde in einen Überexpressionsvektor ligiert, mit dem 
Arabidopsis-Zellkulturen mit Agrobakterium transformiert wurden. 12 Arabidopsis-Zelllinien 
wurden über Antibiotikaresistenz gegen Hygromycin B selektiert. In Abbildung 17C kann man 
als Beispiel eine transformierte Zelllinie, die aus absterbenden untransformierten Zellen 
herauswächst sehen. In 10 der selektierten Zelllinien wurde das Strep-ABP1-Konstrukt in der 
genomischen DNA nachgewiesen (Abbildung 17A). 4 Monate nach der Selektion starben 5 
der transformierten Linien ab. In den verbleibenden Linien konnte das Strep-ABP1-Konstrukt 
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Abbildung 17: Nachweis der Strep-ABP1 DNA in genomischer DNA und aus cDNA der Gesamt-RNA 
von Arabidopsis-Zelllinien. A Strep-ABP1 wurde über PCR in genomischer DNA von 10 Linien 
nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde AtActin II amplifiziert. B Nachweis von Strep-ABP1 cDNA aus 
Gesamt-RNA, die revers transkribiert wurde. AtActin II wurde zur Kontrolle amplifiziert. Kontrolle: Über 
PCR mit nicht revers transkribierter RNA wurde eine DNA-Kontamination untersucht. Es wurden 
AtActin II Oligonukleotide eingesetzt. Wt: Wildtyp, L1 bis L12: transformierte Zelllinien. C 
Herauswachsendes transformiertes Arabidopsis-Zellaggregat 14 d nach der Transformation ist mit 
einem Pfeil markiert (↓). Der Balken entspricht 1 cm. 
 
3.2.3.2. Strep-ABP1 überexprimierende Zellen wachsen in größeren Zellaggregaten und 
zeigen einen vergrößerten Zellkern 
Zur phänotypischen Analyse der transformierten Arabidopsis-Zelllinien wurden die 
Zellkerngrößen und die Größe der Zellaggregate herangezogen. Ebenso sollte der 
Polyploidiegrad der Strep-ABP1 Linien mit einem Durchflußcytometer (DFC) gemessen 
werden. Zur Bestimmung der Zellkerngröße wurden die Zellaggregate der transformierten 
Linien und des Wildtyps mit DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindole dihydrochlorid) angefärbt und 
über aufgenommene Bilder die Zellkernflächen ermittelt (Abbildung 18A). In Zellen der Strep-
ABP1 Linien waren die Zellkernflächen signifikant größer als in Zellen des Wildtyps 
(Abbildung 18B). Die Flächen der Zellkerne von Zellen der Linien L4, L9, L10, L11 und L12 
waren fast viermal so groß, wie die des Wildtyps. Auch erschien der Nukleolus der 
transformierten Linien deutlich größer als in der Wildtyp-Zelllinie (Abbildung 18A).  
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Abbildung 18: Vergleich der Größe der Zellkerne von Zellen der Strep-ABP1 Überexpressionslinien 
und von Wildtypzellen. A Mit DAPI angefärbte Zellkerne der Strep-ABP1 Linien L4, L9, L10, L11, L12 
und des Wildtyps. Der Nukleolus ist als dunkler Fleck im Zellkern zuerkennen. Das erste Bild ist ein 
Überlagerungsbild aus Fluoreszenz- und einer Durchlichtaufnahme. Der Balken entspricht in allen 
Bildern 10 µm. B Mittelwerte ± SE der Zellkernflächen in µm2 von 2 unabhängigen Versuchen mit n = 
39 für Wt, n = 18 für L4, n = 30 für L9, n = 17 für L10, n = 34 für L11 und n = 34 für L12. Über eine 
ANOVA und den Tukey-Test wurde gezeigt, dass sich die Zellkernflächen des Wildtyps und der Strep-
ABP1 Überexpressionslinien signifikant unterscheiden (p < 0,05). C Messungen des Polyploidiegrades 
der Wildtyp-Zelllinie und der Linie 10 mittels DFC. Die Zellkerne wurden aus Suspensionskulturen 7 d 
nach der Subkultur präpariert. Gezeigt sind repräsentative Messungen von 2 unabhängigen 
Versuchen. Je Messung wurden über 10000 Ereignisse gemessen. C2 entspricht dem diploidien und 
C4 dem tetraploiden Chromosomensatz. 
 
 Die DAPI angefärbten, vergrößerten Zellkerne (Abbildung 18) deuten auf erhöhte 
Polyploidiegrade der Strep-ABP1 überexprimierenden Zellen hin. Über ein 
Durchflußzytometer wurden die relativen DNA-Gehalte der Zellen gemessen und daraus der 
Polyploidiegrad bestimmt. Bei allen Überexpressionslinien und der Wildtyplinie wurden 
diploide (C2), sich in der G1-Phase befindende, und tetraploide (C4), sich in der G2-Phase 
befindende Zellkerne ermittelt (Abbildung 18C). Die Strep-ABP1-Überexpressionslinine sind 
trotz der sichtbaren Vergrößerung der Zellkerne nicht polyploid. Als Beispiel für die 
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Überexpressionslinien wird ein Zytogramm der Linie 10 gezeigt und mit dem Wildtyp 
verglichen (Abbildung 18C). 
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Abbildung 19: Vergleich der Zellaggregat- und Zellgrößen von Arabidopsis-Zelllinien in Flüssigkultur. 
Es wurde der Wildtyp mit den Strep-ABP1 Überexpressionslinien L4, L9, L10, L11 und L12 verglichen. 
A Beispielbilder der Zellaggregate der Arabidopsis-Überexpressionslinien L4, L9, L10, L11 und L12 
und des Wildtyps. Die Balken entsprechen 200 µm. B Mittelwerte ± SE der Flächen der Zellaggregate 
in µm2 aus 3 Versuchen mit n = 212 für Wt, n = 158 für L4, n = 165 für L9, n = 209 für L10, n = 163 
L11 und n = 184 für L12. C Mittelwerte ± SE der Zellflächen in µm2 aus 3 Versuchen mit n = 100 für 
alle Linien. Es wurde über eine ANOVA und den Tukey-Test ein signifikanter Unterschied der Wildtyp 
Zellaggregate und Zellflächen zu denen aller Strep-ABP1 Überexpressionslinien festgestellt, p < 0,05.  
 
 Während der Subkultivierung der Strep-ABP1 Linien in Flüssigkultur erschienen die 
Zellaggregate größer als die des Wildtyps (Abbildung 19A). Um dies genauer zu 
untersuchen, wurden die Flächen der Zellaggregate der verschiedenen Linien und des 
Wildtyps bestimmt (Abbildung 19B). Zellaggregate der transformierten Arabidopsis-Zelllinien 
waren signifikant größer als die des Wildtyps. Auch die Zellen der Überexpressionslinien war 
signifikant um circa ein Drittel größer (Abbildung 19C). Ob die Größe der Aggregate alleine 
von der Vergrößerung der Einzelzellen oder auch durch die Aggregation einer größeren 
Anzahl an Zellen hervorgerufen wurde, konnte nicht bestimmt werden. 
 Fünf Arabidopsis-Zelllinien wurden stabil mit Strep-ABP1 transformiert. In den 
Zellen aller Überexpressionslinien waren die Zellkerne, sowie der Nukleolus vergrößert. Die 




3.2.3.3. Nachweis von Strep-ABP1 im Western-Blot  
In den Strep-ABP1 überexprimierenden Zelllinien sollte Strep-ABP1 über spezifische 
Antikörper nachgewiesen werden. Hierzu wurden Gesamtproteinfraktionen der einzelnen 
Linien und des Wildtyps hergestellt und über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Zusätzlich wurde 
in E. coli überexprimiertes AtABP1 ohne Signalsequenz mit den Proteinfraktionen der Strep-
ABP1 Überexpressionslinien verglichen.  
 Zur Detektion des Strep-tags von Strep-ABP1 wurde HRP-Strep-Tactin verwendet 
(Abbildung 20A). HRP-Strep-Tactin erkennt allgemein biotinylierte Proteine (Witte et al., 
2004). In Pflanzen sind biotinylierte Proteine mit 22 bis 37 kDa (Biotin Carboxylcarrier), 75 
bis 80 kDa (Methylcrotonyl-CoA Carboxylasen) und 75 bis 122 kDa (Geranyl-CoA 
Carboxylasen) bekannt (Nikolau et al., 2003). Aufgrund der zahlreichen gefärbten Banden 
(Abbildung 20A) war es nicht möglich, Strep-ABP1 über HRP-Strep-Tactin zu identifizieren.  
  
A HRP-Strep-Tactin Western-Blot     B       Anti-ABP1 Antikörper Western-Blot 
       
Abbildung 20: Western-Blot-Analysen zur Identifizierung von Strep-ABP1 in Gesamtproteinfraktionen 
des Wildtyps und der Linien L4, L9, L10, L11 und L12. Banden, bei denen es sich um AtABP1 (18 
kDa) und glykosyliertes AtABP1 (23 kDa) handeln könnte, sind mit einem Pfeil markiert. A Strep-tag-
Nachweis über HRP-Strep-Tactin. B AtABP1-Nachweis über einen Anti-AtABP1 Antikörper. Nachweis 
über ECL-PLUS, St: Standard, PABP1: 0,25 µg des überexprimierten AtABP1 aus E. coli. 
 
 Zusätzlich wurde ein Western-Blot mit einem Anti-AtABP1 Antikörper durchgeführt 
(Abbildung 20B). In E. coli überexprimiertes AtABP1 konnte mit einer Größe von 18 kDa 
identifiziert werden. Auch in den Proteinfraktionen vom Wildtyp und von transformierten 
Zelllinien war eine Proteinbande um 18 kDa sichtbar. Natives, glykosyliertes AtABP1 sollte 
23 kDa groß sein (Massotte et al., 1995). In dieser Größe wurde beim Wildtyp und in allen 
transgenen Linien eine Proteinbande detektiert. In keiner der transgenen Linien konnte im 
Vergleich zum Wildtyp mit dem Anti-AtABP1 Antikörper eine zusätzliche oder stärkere Bande 
in der Größe von 23 kDa nachgewiesen werden. Insgesamt erkennt der Anti-AtABP1 
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Antikörper viele weitere Proteinbanden. Das Vorhandensein von Strep-ABP1 kann jedoch 
auch nicht ausgeschlossen werden. Weitere Versuche wurden mit der Linie 10 durchgeführt, 
die über HRP-Strep-Tactin ein etwas stärkeres Signal bei 23 kDa zeigte als die anderen 
Überexpressionslinien (Abbildung 20A). 
 Über Affinitätschromatographie sollte es möglich sein, auch geringe Mengen an 
Strep-ABP1 aufzureinigen und über MS zu identifizieren. Dafür wurden Strep-tag 
Zentrifugationssäulen und Gesamtfraktionen vom Wildtyp und von Linie 10 verwendet. Auf 
einer silbergefärbten SDS-PAGE wurden die Fraktionen des Durchflusses, der beiden 
Waschschritte und des Eluats von Linie 10 und Wildtyp aufgetragen (Abbildung 21A).  
  
A Silbergefärbte SDS-PAGE 
 
B HRP-Strep-Tactin Western-Blot      C Anti-AtABP1 Antikörper Western-Blot 
       
 
Abbildung 21: Aufreinigung von Strep-ABP1 aus den Gesamtfraktionen von Linie 10 und Wildtyp 
über Strep-tag Zentrifugationssäulen (A) und Identifizierung über Western-Blot-Analysen (B, C). A 
Silbergefärbte SDS-PAGE. B Detektion von Strep-ABP1 über HRP-Strep-Tactin. Zur Maskierung 
biotinylierter Proteine wurde der Blot mit Avidin vorbehandelt. C Western-Blot mit Anti-AtABP1 
Antikörper. Detektion über ECL-Plus. Proteinbanden, bei denen es sich eventuell um ABP1 handeln 




 Im zweiten Waschschritt waren kaum Proteine vorhanden. Trotzdem wurden sehr 
viele Proteine im Eluat nachgewiesen. Die eluierten Proteinbanden glichen im Muster dem 
der Durchflussfraktionen. Über eine Affinitätschromatographiesäule sollten generell nur 
wenige Proteine aufgereinigt werden. Trotz der vielen eluierten Proteine waren im Eluat von 
Linie 10 im Bereich zwischen 18 und 25 kDa drei Proteinbanden von circa 18, 20 und 25 kDa 
Größe deutlich stärker zu erkennen als im Wildtyp (Abbildung 21A). Im Western-Blot mit 
HRP-Strep-Tactin war eine schwache Bande von circa 20 kDa im Eluat von Linie 10, nicht 
aber im Wildtyp-Eluat zu erkennen. Eine Bande von 25 kDa wurde in beiden Eluaten 
detektiert (Abbildung 21B). Der Anti-AtABP1 Antikörper detektierte im Eluat von Linie 10 
mehrere Banden, die nicht im Wildtyp-Eluat sichtbar sind (Abbildung 21C). Diese waren 
jedoch auch im Durchfluss von Linie 10 erkennbar. Wie im Western-Blot mit HRP-Strep-
Tactin war eine schwache Proteinbande von circa 20 kDa und eine Bande von circa 25 kDa 
detektiert worden. Ob es sich bei einer der Proteinbanden, die in der silbergefärbten SDS-
PAGE und über Western-Blot-Analysen mit HRP-Strep-Tactin und Anti-ABP1 Antikörper 
nachweisbar waren, um Strep-ABP1 handelt, ist jedoch unklar. 
  
A  HRP-Strep-Tactin Western-Blot  B  Anti-AtABP1 Antikörper Western-Blot 
                     
Abbildung 22: Western-Blot-Analysen zur Identifizierung von Strep-ABP1 in Gesamtfraktion und 
Membranfraktion (P100) von Linie 10 und Wildtyp. A Detektion von Strep-ABP1 über HRP-Strep-Tactin. 
Biotinylierte Proteine wurden durch eine Vorbehandlung mit Avidin maskiert. B Western-Blot mit Anti-
AtABP1 Antikörper. Detektion über ECL-Plus. G: Eluat aus Gesamtfraktion, P100: Eluat aus 
Membranfraktion, St: Standard. 
 Strep-ABP1 konnte nicht eindeutig in der Gesamtfraktion der Linie 10 
nachgewiesen werden. Als ZmABP1 in Maiskoleoptilen nachgewiesen wurde, zeigte sich ein 
starkes Signal in der Membranfraktion P100 (Abbildung 12B). Die Membranfraktion enthält 
auch das ER, in dem das meiste ABP1 lokalisiert ist (Henderson et al., 1997). Auch Strep-
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ABP1 sollte hauptsächlich im ER lokalisiert sein. Die Versuche mit der Strep-tag 
Zentrifugationssäule wurden aus diesem Grund mit der Membranfraktion von Linie 10 und 
Wildtyp wiederholt. Über HRP-Strep-Tactin konnte in den Eluaten der Linie 10 weder in der 
Gesamtfraktion noch in der Membranfraktion eine Proteinbande von 20 oder 25 kDa 
identifiziert werden (Abbildung 22A). Über den Anti-AtABP1 Antikörper wurden 
Proteinbanden um 20 und 25 kDa in dem Eluat der Gesamtfraktion erkannt. Diese waren 
jedoch auch schwach in dem Eluat des Wildtyps detektierbar (Abbildung 22B). In der 
Membranfraktion konnte kein Strep-ABP1 nachgewiesen. 
 Über die verwendeten Zentrifugationssäulen konnte Strep-ABP1 nicht aufgereinigt 
werden. In Western-Blot-Analysen war keine eindeutige Identifizierung möglich. Ein Problem 
bei der Aufreinigung von Strep-ABP1 waren die biotinylierten Proteine, die auch an das 
Säulenmaterial banden und somit Bindestellen für den Strep-tag belegten. Auch wenn die 
Gesamtfraktion mit Avidin behandelt wurde, um biotinylierte Proteine abzufangen, waren sie 
immer noch über HRP-Strep-Tactin im Western-Blot nachweisbar. Eventuell kann Strep-
ABP1 über ein Säulenmaterial mit einer höheren Bindungskapazität aufgereinigt werden und 
in den transgenen Linien nachgewiesen werden. Mit Sepharose-Strep-Tactin-Säulen können 
theoretisch in 1 ml Säulenmaterial bis zu 3 mg Protein aufgereinigt werden. Über die 
Zentrifugationssäule kann bis zu 150 µg Protein aufgereinigt werden. In einem zweiten 
Ansatz wurden 1 ml Sepharose-Strep-Tactin-Säulen verwendet. Es wurden ebenfalls die 
Gesamtfraktionen von Linie 10 und Wildtyp verwendet und miteinander verglichen. 
 Um an das Säulenmaterial bindende Proteine zu eluieren, wurden 6 Elutionsschritte 
(E1 bis E6) durchgeführt. Nach Auftrennung über SDS-PAGE und anschließender 
Silberfärbung konnte in keiner der Fraktionen eine Proteinbande zwischen 18 und 25 kDa 
ermittelt werden (Abbildung 23A). Über HRP-Strep-Tactin konnte in den Fraktionen E3 bis E6 
der Linie 10 eine Proteinbande von circa 21 kDa detektiert werden (Abbildung 23C). Bei der 
Proteinbande von 33 kDa handelt es sich wahrscheinlich um nicht vollständig maskiertes 
biotinyliertes Protein. Im Wildtyp konnte ebenfalls eine Proteinbande um 21 kDa in den 
Fraktionen E4 bis E6 detektiert werden (Abbildung 23D). Um festzustellen, ob es sich bei 
diesen Banden um Strep-ABP1 handelt, wurden die Blots gestrippt und mit Anti-AtABP1 
Antikörper inkubiert. In Abbildung 23E sind in den Fraktionen E2 bis E6 von Linie 10 sehr 
schwache Banden in der entsprechenden Größe zu erkennen. In den Fraktionen des 
Wildtyps wurde dagegen keine entsprechende Proteinbande detektiert. Auch über die 
Sepharose-Strep-Tactin-Säulen konnte nicht geklärt werden, ob Strep-ABP1 von der 
Arabidopsis-Zelllinie 10 gebildet wurde. 
Es konnte nicht eindeutig geklärt werden, ob das Fusionsprotein Strep-ABP1 in den Strep-
ABP1 Überexpressionslinien gebildet wurde. Damit war es nicht möglich mit AtABP1 




     L10                 Wt 
A         Silbergefärbte SDS-PAGE       B     Silbergefärbte SDS-PAGE 
        
C HRP-Strep-Tactin Western-Blot      D        HRP-Strep-Tactin Western-Blot 
        
E  Anti-AtABP1 Antikörper Western-Blot      F  Anti-AtABP1 Antikörper Western-Blot 
        
Abbildung 23: Aufreinigung von Strep-ABP1 aus der Gesamtfraktion von Linie 10 über Sepharose-
Strep-Tactin und Identifizierung von Strep-ABP1 über Western-Blot-Analysen. Die Eluate 1 bis 6 von 
L10 (A, C und E) und Wildtyp (B, D und F) wurden verglichen. A und B Silbergefärbte SDS-PAGEs. C 
und D Strep-ABP1 Detektion über HRP-Strep-Tactin. Zur Maskierung der biotinylierten Proteine 
wurden die Blots zuvor mit Avidin behandelt. E und F Die Blots C und D wurden gestrippt und für eine 




3.3. Auxinwirkung auf Protoplasten und ABP1 als Signalvermittler 
Es wurde der Effekt von Indol-3-essigsäure (IAA), 2-Naphthylessigsäure (2-NAA) und Indol-
3-Acetonitril (IAN) auf die Nettovolumenänderung von Maisprotoplasten aus Koleoptilen 
untersucht. Zusätzlich wurde der Effekt des Pentapeptids Phytosulfokin-α (PSK-α) auf die 
Volumenänderung untersucht und mit der Auxinwirkung verglichen. Zur Untersuchung der 
Rolle von ABP1 als Signalvermittler bei der Volumenänderung von Protoplasten wurden 
Versuche mit dem C-terminalen Peptid von ABP1 und dem Antikörperfragment scFv12, 
welches an konservierte Bereiche von ABP1, hauptsächlich die Box c bindet, durchgeführt. 
 
3.3.1. IAA und IAN, aber nicht 2-NAA induzieren eine Volumenzunahme von 
Protoplasten 
Das natürliche Auxin IAA induziert, wie schon von Steffens und Lüthen (2000) gezeigt, eine 
schnelle Volumenzunahme bei Protoplasten aus Maiskoleoptilen. Typisch ist die sofortige 
Volumenzunahme nach Appliktion von IAA ohne lag-Phase. 1 h nach der Zugabe von 10 µM 
IAA konnte eine Vergrößerung der Protoplasten um 4,9% ermittelt werden (Abbildung 24A).  
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Abbildung 24: Effekte von IAA, IAN, 2-NAA oder Puffer auf das Volumen von Protoplasten. A Die 
Applikation von 10 µM IAA (●) führte zu einer sofortigen Volumenzunahme. 10 µM IAN (●) und 1 µM 
IAN (●) führten zu einer verzögerten Volumenzunahme. B 10 µM 2-NAA (●) induzierte erst später 
einen geringen Volumenzuwachs. Die Applikation von Puffer (○) als Kontrolle induzierte keine 
Volumenänderung. Die Applikation des jeweiligen Effektors erfolgte zum Zeitpunkt t = 0 min (↓). Die 
Mittelwerte ± SE für 10 µM IAA wurden aus 4 Protoplasten von 3 Versuchen, für 1 µM IAN und 10 µM 
IAN aus je 6 Protoplasten von 2 Versuchen und für 10 µM 2-NAA aus 5 Protoplasten von 3 Versuchen 




 IAN, eine Vorstufe von IAA, kann durch Nitrilasen in IAA umgewandelt werden 
(Normanly et al., 1997). 10 µM IAN bewirkten nach 10-minütiger lag-Phase einen IAA-
ähnlichen Nettovolumenzuwachs von 4% nach 1 h (Abbildung 24A). Mit 1 µM IAN betrug die 
Volumenzunahme nach 1 h 2,1%. Auch hier wurde eine verzögerte Wirkung beobachtet 
(Abbildung 24A). Die Zugabe von 10 µM 2-NAA bewirkte nach 1 h einen Volumenzuwachs 
von 1,2%, der ähnlich wie die Applikation von Puffer keine mit IAA vergleichbare 
Volumenzunahme bei Protoplasten darstellte. Gegenüber der Kontrolle induzierte 2-NAA 
eine leichte Volumenzunahme am Ende des Beobachtungszeitraums (Abbildung 24B).  
 
3.3.2. PSK-α induziert eine Volumenzunahme von Protoplasten 
Für das disulfatierte Pentapeptid PSK-α wurde eine Rezeptorkinase mit einem leuzinreichen 
Wiederholungsmuster als plasmamembranständiger Rezeptor identifiziert (Matsubayashi et 
al., 2006). Ein Signalweg von PSK-α über die Plasmamembran ist zu erwarten. Hier sollte 
untersucht werden, ob PSK-α einen Effekt auf die Nettovolumenänderung von 
Maisprotoplasten besitzt und ob dieser Effekt vergleichbar mit der Auxinwirkung ist. Ein 
geringer Prozentsatz von ABP1 wurde an der Plasmamembran nachgewiesen (Diekmann et 
al., 1995) und eine Funktion an der Plasmamembran wird auf Grund von Zeitkinetiken 
diskutiert (Barbier-Brygoo et al., 1989; Rück et al., 1993). 
 0,1 nM PSK-α induzierte, ähnlich wie 10 µM IAA, bei Protoplasten eine sofortige 
Nettovolumenzunahme von 6,6% nach 1 h (Abbildung 25A). Dagegen bewirkten 0,1 nM 
unsulfatiertes Pentapeptid (dsPSK) und 0,05 nM eines Aminosäure-Gemisches aus den 
einzelnen Aminosäuren von PSK-α keine Vergrößerung der Protoplasten (Abbildung 25A). 
PSK-α förderte in Konzentrationen von 0,05 nM bis 10 nM die Volumenzunahme von 
Maisprotoplasten (Abbildung 25B). Höhere Konzentrationen wurden nicht getestet. 30 min 
nach Zugabe führten 0,05 nM PSK-α zu einem Zuwachs von 1,8%. Die Konzentrationen 0,3 
nM, 0,6 nM und 1 nM führten zu einem ähnlichen Effekt um 3%. 10 nM PSK-α führten zu 
einer leicht erhöhten Volumenzunahme mit 3,4%. Der stärkste Volumenzuwachs wurde 
durch 0,1 nM PSK-α mit 5% nach 30 min und 6,6% nach 1 h ausgelöst. Das disulfatierte 
Pentapeptid PSK-α führte zu einem Volumenzuwachs bei Protoplasten. Die dabei 
beobachtete Zeitkinetik entsprach dem Auxin-Effekt (Abbildung 24A). PSK-α bewirkte schon 
in geringen Konzentrationen von 0,05 nM eine Nettovolumenänderung bei Protoplasten. Das 
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Abbildung 25: Wirkung von PSK-α, unsulfatiertem Pentapeptid (dsPSK) und Aminosäuren von PSK 
(AS-PSK) auf Maisprotoplasten. A Die Zugabe von 0,1 nM PSK-α (●) führte zu einer 
Volumenzunahme. 0,1 nM dsPSK (●) und 0,05 nM AS-PSK (○) induzierten dagegen keinen 
Volumenzuwachs. Die Applikation des jeweiligen Effektors erfolgte zum Zeitpunkt t = 0 min (↓). B 
Dosis-Wirkungs-Kurve von PSK-α. Die Nettovolumenänderung wurde 30 min nach der Zugabe 
bestimmt. Die Mittelwerte ± SE für 10 nM PSK-α wurden aus 5 Protoplasten, für 1 nM PSK-α aus 3 
Protoplasten, für 0,6 nM PSK-α und 0,3 nM PSK-α aus je 5 Protoplasten von 2 Versuchen, für 0,1 nM 
PSK-α aus 5 Protoplasten von 3 Versuchen, für 0,05 nM PSK-α aus 3 Protoplasten von 2 Versuchen, 
für 0,1 nM dsPSK aus 4 Protoplasten von 3 Versuchen und für 0,05 nM AS-PSK aus 2 Protoplasten 
und 0 nM PSK-α aus 7 Protoplasten von 6 Versuchen gebildet. 
 
3.3.3. IAA- und PSK-α-induzierte Volumenzunahmen sind kaliumabhängig 
Beim auxininduzierten Wachstum von Maiskoleoptien werden Protonenpumpen und 
Kaliumkanäle aktiviert (Lüthen et al., 1990; Philippar et al., 1999). Kaliumionen werden als 
Ausgleich für die in den Apoplasten gepumpten Protonen in die Zelle aufgenommen. Über 
die dadurch induzierte Wasseraufnahme steigt der Turgor der Zelle und der Protoplast nimmt 
an Volumen zu. In Versuchen ohne Kalium sollte untersucht werden, ob auch der IAA- und 
PSK-α-induzierte Volumenzuwachs kaliumabhängig ist. 
 Ohne Kalium im Puffer induzierte 10 µM IAA nach 1 h eine Volumenzunahme von 
0,8% (Abbildung 26A). Dies ist im Vergleich zum IAA-induzierten Effekt in 10 mM 
kaliumhaltigem Puffer mit einem Volumenzuwachs von 4,9% (Abbildung 26A) eine starke 
Reduktion. Die von 0,1 nM PSK-α-induzierte Volumenzunahme von 6,6% sank ohne Kalium 
im Puffer auf 1,1% (Abbildung 26B). Bei der Verringerung der Kaliumkonzentration von 10 
mM auf 1 mM sank die von 0,1 nM PSK-α-induzierte Volumenzunahme auf 3,4% nach 1 h 
(Abbildung 26B). Dies verdeutlichte die Kaliumabhängigkeit des PSK-α-Effekts auf 
Protoplasten. Ohne Kalium im Puffer zeigten Kontrollprotoplasten eine leichte 
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Nettovolumenzunahme innerhalb 1 h (Abbildung 26A). Im Vergleich dazu war bei 
Protoplasten mit 10 mM Kalium im Puffer (Abbildung 28A) kein Zuwachs zu beobachten.  
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Abbildung 26: Effekte von IAA und PSK-α in Abhängigkeit der Kaliumkonzentration im Puffer. Die 
Effektoren wurden zum Zeitpunkt t = 0 min (↓) appliziert. A Protoplasten in Puffer ohne Kalium zeigten 
nach der Applikation von 10 µM IAA (●) wie die Kontrolle (○) keine Volumenzunahme. Protoplasten 
mit 10 mM Kalium im Puffer zeigten nach Applikation von 10 µM IAA (●) eine Volumenzunahme. B Mit 
10 mM Kalium im Puffer (●) zeigten Protoplasten nach der Applikation von 0,1 nM PSK-α eine starke, 
mit 1 mM Kalium im Puffer (●) eine geringere und ohne Kalium im Puffer (○) keine Volumenzunahme. 
Die Mittelwerte ± SE für 10 µM IAA mit 10 mM Kalium und ohne Kalium wurden aus je 4 Protoplasten 
von 3 Versuchen, für die Kontrollprotoplasten ohne Kalium aus 6 Protoplasten von 4 Versuchen, für 
0,1 nM PSK-α mit 10 mM Kalium aus 5 Protoplasten von 3 Versuchen, mit 1 mM Kalium aus 5 
Protoplasten von 2 Versuchen und ohne Kalium aus 3 Protoplasten gebildet. 
 
 Die von PSK-α-induzierte Nettovolumenzunahme von Koleoptilprotoplasten war wie 
die von IAA kaliumabhängig. Es besteht somit die Möglichkeit, dass PSK-α in Protoplasten 
aus Maiskoleoptilen Kaliumkanäle aktiviert, wie dies für Auxin und ABP1 bekannt ist (Thiel et 
al., 1993). 
 
3.3.4. Das C-terminale Peptid von ZmABP1 induziert alleine eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten 
ABP1 besitzt mehrere hochkonservierte Bereiche, die als Boxen a, b und c bezeichnet 
werden (Napier und Venis, 1990; Leblanc et al., 1999), so wie den C-Terminus der als 
Proteininteraktionsdomäne diskutiert wird (Thiel et al., 1993; Leblanc et al., 1999; David et 
al., 2001). Es sollte untersucht werden, ob das C-terminale Peptid von ZmABP1, bestehend 
aus 15 Aminosäuren mit der Sequenz FVWDEDCFEAAKDEL alleine eine Volumenzunahme 
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bei Protoplasten auslösen kann und somit eine Domäne für die Interaktion mit einer weiteren 
Signalkomponente in Frage kommt. Um die Spezifität des C-terminalen Peptids auf die 
Volumenzunahme von Protoplasten zu testen, wurde zusätzlich ein Kontrollpeptid aus den 
gleichen Aminosäuren, jedoch einer anderen Primär- und Sekundärstruktur mit der Sequenz 
ECDKLFEADFEWVDA verwendet. Die Sekundärstruktur wurde über SSpro (Secondary 
structure prediction) ermittelt und mit der des C-terminalen Peptids verglichen. 
  






































































Abbildung 27: A Wirkung des C-terminalen Peptids und des Kontrollpeptids auf Protoplasten. Zum 
Zeitpunkt t = 0 min (↓) wurden 1 µM C-terminales Peptid (●) oder 1 µM Kontrollpeptid (○) appliziert. 
Das C-terminale Peptid, nicht aber das Kontrollpeptid induzierte eine Volumenzunahme. B 
Kompetitionsexperimente von 2-NAA mit IAA und von 2-NAA mit C-terminalem Peptid. Zum Zeitpunkt 
t = 0 min (↓) wurden 10 µM 2-NAA und zum Zeitpunkt t = 10 min (↓) 1 µM C-terminales Peptid (●) oder 
10 µM IAA (○) appliziert. Die Mittelwerte ± SE wurden für das C-terminale Peptid und für das 
Kontrollpeptid aus je 3 Protoplasten von 2 Versuchen, für den Kompetitionsversuch 2-NAA und C-
terminales Peptid aus 5 Protoplasten von 2 Versuchen und für 2-NAA und IAA aus 4 Protoplasten 
gebildet. 
 
 Die Applikation von 1 µM C-terminalem Peptid bewirkte einen Volumenzuwachs 
von 3,2% nach 1 h (Abbildung 27A). Eine Zugabe des Kontrollpeptids induzierte mit 0,4% 
Nettovolumenzunahme nach 1 h keinen vergleichbaren auxinähnlichen Effekt (Abbildung 
27A). 2-NAA besitzt nach Berechnungen von Edgerton et al. (1994) eine hohe 
Bindungsaffinität zu ABP1. Wurden Protoplasten 10 min mit 10 µM 2-NAA vorinkubiert und 
dann 10 µM IAA appliziert, wurde der typische IAA-Effekt (Abbildung 24A) gehemmt. 
Untersuchte Protoplasten zeigten nach 1 h eine Nettovolumenänderung von nur 0,4% 
(Abbildung 27B). In weiteren Versuchen sollte untersucht werden, ob ein durch 2-NAA 
blockiertes ABP1 den vom C-terminalen Peptid induzierten Effekt beeinflusst. Das C-
terminale Peptid alleine löste einen IAA-ähnlichen Effekt aus (Abbildung 27A). Durch 10-
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minütige Vorinkubation mit 2-NAA wurde die Wirkung des C-terminalen Peptids nicht 
vermindert. Nach 1 h konnte eine Volumenzunahme von 3,4% beobachtet werden 
(Abbildung 27B). Dies entspricht dem Effekt des C-terminalen Peptids ohne Vorinkubation 
mit 2-NAA (Abbildung 27A). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der C-Terminus von 
ABP1 an der Weiterleitung des Auxin-Signals beteiligt ist. 
 
3.3.5. Die durch das Antikörperfragment scFv12 induzierte Volumenzunahme 
wird durch 2-NAA verstärkt 
Die hochkonservierten Epitope, die Boxen a und c von ABP1, scheinen wichtig für die 
Auxinbindung zu sein (Napier und Venis, 1990; Brown und Jones, 1994; Napier et al., 2001; 
Steffens et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung eines Antikörpers 
an Box a ein auxinähnlicher Effekt induziert wird (Venis et al., 1992; Rück et al., 1993; 
Steffens et al. 2001). Durch die Verwendung des Antikörperfragmentes scFv12, welches 
stark an die Box c, schwach an die Box a und kaum an den C-Terminus von ABP1 bindet 
(Leblanc et al., 1999), sollte geklärt werden, ob auch Box c wichtig für die Auxinbindung ist.  
 























































































Abbildung 28: A Das Antikörperfragment scFv12 induziert eine Volumenzunahme bei Protoplasten. 
Zum Zeitpunkt t = 0 min (↓) wurden 10-8 M scFv12 (●) appliziert. Dagegen zeigte die Kontrolle (○) 
keinen Effekt. B Kompetitionsversuche von 10 µM IAA mit 10-8 M scFv12 (●) und 10 µM 2-NAA mit 10-
8
 M scFv12 (●), sowie Zweifachapplikation von 10 µM IAA (○). Zum Zeitpunkt t = 0 min (↓) wurden IAA 
(●, ○) oder 2-NAA (●) und zum Zeitpunkt t = 30 min (↓) scFv12 (●, ●) oder IAA (○) appliziert. Die 
Vorinkubation mit 2-NAA führte zu einem gesteigerten scFv12-Effekt. Dagegen verstärkt die 
Vorbehandlung mit IAA nicht die Wirkung des scFv12. Die Mittelwerte ± SE wurden für die Kontrolle 
aus 7 Protoplasten von 6 Versuchen, für scFv12 aus 5 Protoplasten und 3 Versuchen, für die 
Kompetitionsversuche IAA und scFv12 aus 3 Protoplasten von 2 Versuchen, für 2-NAA und scFv12 
aus 4 Protoplasten von 2 Versuchen und für IAA + IAA aus 2 Protoplasten gebildet. 
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 Die Applikation von 10 µM IAA alleine führte zu einer starken Volumenzunahme mit 
5,2% nach 90 min (Daten nicht gezeigt). Wurde Protoplasten hintereinander, zu den 
Zeitpunkten 0 min und 30 min 10 µM IAA appliziert, führte dies zu einem verstärkten 
Volumenzuwachs (Abbildung 28B). Nach 90 min wurde ein Volumenzuwachs von 7,1% 
gemessen. Eine zweite Applikation von IAA induzierte eine zusätzliche Volumenzunahme. 
Es wurden Kompetitionsversuche mit den Antikörperfragment scFv12 durchgeführt. Die 
Applikation von 10-8 M scFv12 alleine induzierte bei Protoplasten nach 90 min eine 
Volumenzunahme von 4,1% (Abbildung 28A). Nach vorheriger Inkubation mit 10 µM IAA 
führte die Zugabe von 10-8 M scFv12 zum Zeitpunkt 30 min nach einer weiteren Stunde zu 
einer Volumenzunahme von insgesamt 6,1% (Abbildung 28B). Die zusätzliche Applikation 
des scFv12 induzierte wie die zweite Applikation von IAA eine entsprechende 
Volumenzunahme. Erfolgte eine Vorinkubation mit 10 µM 2-NAA für 30 min wurde nach der 
Zugabe von 10-8 M scFv12 eine Volumenzunahme von 5,5% innerhalb 1 h beobachtet 
(Abbildung 28B). 2-NAA bewirkte alleine keine Volumenzunahme (Abbildung 24A), 
zusammen mit dem scFv12 induzierte es dagegen eine Volumenzunahme, die stärker ist als 
die vom scFv12 alleine. 
 ScFv12 induzierte einen auxinähnlichen Effekt. In einem Kompetitionsversuch mit 
IAA zeigten sich keine Veränderungen in der Volumenzunahme im Vergleich zu einer 
doppelten Applikation von IAA. Wurden Protoplasten dagegen mit 2-NAA vorinkubiert, 
konnte mit scFv12 ein verstärkter Volumenzuwachs beobachtet werden. 2-NAA und scFv12 
interagieren scheinbar gemeinsam mit ABP1 und induzieren zusammen einen stärkeren 
Effekt als einer der beiden alleine. 
 
3.3.6. Effektoren, die zu einer Nettovolumenzunahme bei Protoplasten 
führen, verringern die Fluoreszenz von FM4-64 in der Plasmamembran 
Der Fluoreszenzfarbstoff FM4-64 gilt als spezifischer Marker für die Plasmamembran. Er 
wird über Endozytose der Plasmamembran in die Endosomenmembran, die Membran des 
Golgi-Apparates und den Tonoplast eingebracht (Bolte et al., 2004). Über die Effektoren IAA, 
IAN, PSK-α, dsPSK, AS-PSK sollte mit Hilfe von FM4-64 beobachtet werden, ob die Auxin- 
beziehungsweise PSK-α-induzierte Volumenzunahme von Protoplasten auch das Zyklieren 
der Plasmamembran beeinflusst. Anschließend sollten der oder die beobachteten Effekte mit 
den Wirkungen des C-terminalen Peptids und des scFv12 von ABP1 verglichen werden. 
Daraus sollten Rückschlüsse über einen eventuellen Einfluß von ABP1 auf das Zyklieren 
gezogen werden. 
 Kontroll-Protoplasten, die ausschließlich mit dem Farbstoff behandelt wurden, 
zeigten eine starke Fluoreszenz in der Plasmamembran (Abbildung 29A-C und Abbildung 
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30A). Innerhalb der ersten 10 min nahm die Fluoreszenzintensität leicht zu (Abbildung 29A, 
B) und blieb für weitere 50 min unverändert (Abbildung 29C und Daten nicht gezeigt). 
Wurden Maisprotoplasten mit Effektoren behandelt, erfolgte 5 min später bei t = 0 min die 
Zugabe von FM4-64. Nach einer Behandlung mit 10 µM IAA konnte nur ein schwaches 
Fluoreszenzsignal beobachtet werden (Abbildung 29D–F und Abbildung 30B). Auch nach 1 h 
wurde keine Veränderung festgestellt (nicht dargestellt). Wurden Protoplasten mit 10 µM IAN 
behandelt, wurde in den ersten Minuten eine starke Fluoreszenz beobachtet. Diese zeigte 
eine vergleichbare Intensität wie bei Kontroll-Protoplasten. Innerhalb der nächsten 10 min 
war eine leichte Verringerung der Fluoreszenz festzustellen (Abbildung 29G-I). Diese schien 
über einen weiteren Zeitraum von 50 min unverändert (nicht dargestellt). 
 
 
Abbildung 29: Maisprotoplasten nach Zugabe von IAA oder IAN und anschließender Applikation des 
Fluoreszenzfarbstoffs FM4-64. 5 min nach einer Vorinkubation mit 10 µM IAA oder 10 µM IAN wurden 
8 µM Farbstoff appliziert. Die Zugabe von FM4-64 erfolgte bei t = 0 min. A bis C Dargestellt ist jeweils 
ein typischer Kontroll-Protoplast. Es wurden 7 Protoplasten in 4 Versuchen beobachtet. D bis F 
Typische Färbung eines von 6 mit 10 µM IAA behandelten Protoplasten aus 3 Versuchen. G bis I 
Typische Färbung eines von 3 mit 10 µM IAN behandelten Protoplasten. Die Bilder wurden am CLSM 
aus 10 bis 20 Einzelbildern zusammengesetzt. Die Balken entsprechen 25 µm. 
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15 min nach der Zugabe von 1 µM C-terminalem Peptid von ABP1, 10-8 M scFv12 oder 0,1 
nM PSK-α konnte nur eine schwache Fluoreszenz von FM4-64 in der Plasmamembran 
beobachtet werden (Abbildung 30B-E). Nach der Zugabe von 0,1 nM dsPSK erscheint das 
Fluoreszenzsignal dagegen dem von Kontroll-Protoplasten zu entsprechen (Abbildung 30A, 
F). Während eines Beobachtungszeitraumes von 1 h wurde keine Veränderungen 
festgestellt (nicht dargestellt).  
 
 
Abbildung 30: Effekte von IAA, C-terminalem Peptid, scFv12, PSK-α oder dsPSK auf die 
Fluoreszenz des membranspezifischen Farbstoffes FM4-64. Dargestellt ist jeweils ein Protoplast mit 
typischer Färbung 10 min nach Zugabe von FM4-64. Die Effektoren wurden 5 min vor der Zugabe des 
Farbstoffs appliziert. A Ein typisch gefärbter Kontroll-Protoplast von insgesamt 7 Protoplasten aus 4 
Versuchen. B Färbung eines von 6 mit 10 µM IAA behandelten Protoplasten aus 3 Versuchen. C 
Typische Färbung eines von 4 mit 1 µM C-terminalem Peptid behandelten Protoplasten. D Ein typisch 
gefärbter Protoplast von 6 mit 10-8 M scFv12 behandelten Protoplasten. Typische Färbung eines mit 
0,1 nM PSK-α (E) und mit 0,1 nM dsPSK behandelten (F) Protoplasten. Es wurden jeweils 4 
Protoplasten beobachtet. Die mit einem CLSM aufgenommenen Bilder wurden aus 10 bis 20 
Einzelbildern zusammengesetzt. Die Balken entsprechen jeweils 25 µm. 
 
 In diesen Versuchen wurde beobachtet, dass alle untersuchten Substanzen (IAA, 
PSK-α, C-terminales Peptid von ABP1 und scFv12), die bei Maisprotoplasten eine 
Volumenzunahme induzierten, in diesem Versuchsaufbau zu einem geringeren 
Fluoreszenzsignal in der Plasmamembran führten. Die IAA-Applikation induzierte die 
stärkste Abnahme der FM4-64-Fluoreszenz in der Plasmamembran. Nach IAN-Behandlung 
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verringerte sich die Fluoreszenz erst nach einer lag-Phase von 10 min. Dies entsprach auch 
dem IAN-Effekt der Nettovolumenzunahme, die ebenfalls erst nach 10 min induziert wurde. 
Unsulfatiertes PSK, welches keinen Effekt auf die Volumenzunahme besaß, zeigte auch 
keine verringernde Wirkung auf das Fluoreszenzsignal. Wodurch die Verminderung des 
Fluoreszenzsignals von FM4-64 genau hervorgerufen wurde, konnte nicht ermittelt werden. 
Da kein Membranzyklieren beobachtet werden konnte, lässt sich keine Aussage darüber 
machen, in wie weit ABP1 das Zyklieren beeinflusst. Allerdings wurde der von IAA und auch 
PSK-α induzierte Effekt, die Verringerung der FM4-64-Fluoreszenz in der Plasmamembran 
auch über den ABP1-Signalweg induziert, wie die Versuche mit dem C-terminalen Peptid 





Mit TIR1 und AFB1, AFB2 und AFB3 wurde eine Auxinrezeptor-Familie identifiziert. Diese 
Rezeptoren sind F-Box Proteine und damit Bestandteil eines SCF-Komplexes. Sie vermitteln 
auxinabhängig den Abbau von Aux/IAA-Proteinen, Repressoren der auxinabhängigen 
Genexpression (Dharmasiri et al., 2005a, b; Kepinski und Leyser, 2005). Allerdings lassen 
sich nicht alle auxinvermittelten Reaktionen über diesen Auxinrezeptor-Signalweg erklären. 
Insbesondere schnelle Reaktionen, wie zum Beispiel die von Auxin ausgelöste 
Hyperpolarisation der Plasmamembran (Ephritikhine et al., 1987), die innerhalb einer Minute 
induziert wird, ist kaum über einen Auxinsignalweg mit Proteinabbau, Genexpression und de 
novo Synthese von Proteinen zu erklären. Für schnelle auxinvermittelte Reaktionen wird ein 
weiterer Auxinsignalweg vorgeschlagen, in dem das Auxin-bindende Protein 1 (ABP1) als 
Auxinrezeptor fungieren könnte. Ein viel diskutierter Wirkort von ABP1 könnte die 
Plasmamembran sein (Klämbt, 1990; MacDonald, 1997; Steffens et al., 2001). Die 
Perzeption des disulfatierten Pentapeptids Phytosulfokin-α (PSK-α) scheint ebenfalls an der 
Plasmamembran stattzufinden (Matsubayashi et al., 2002, 2006). In dieser Arbeit wurde 
gezeigt, dass Auxin über ABP1 vermittelt die Volumenzunahme von Protoplasten induziert. 
Es wurde gezeigt, dass PSK-α einen Einfluss auf das Volumen von Protoplasten ausübt und 
dass diese Wirkung mit der durch ABP1-vermittelten Auxinwirkung Ähnlichkeiten aufweisen. 
4.1. Phytosulfokin-α induziert kaliumabhängig die Volumenzu-
nahme von Protoplasten 
Phytosulfokin-α (PSK-α) ist ein disulfatiertes Pentapeptid mit hormonähnlichen 
Eigenschaften. Es fördert in geringen Konzentrationen Zellteilung von Suspensionszellen 
geringer Dichte (Matsubayashi und Sakagami, 1996; Yang et al., 2000), Keimung von Pollen 
geringer Dichte (Chen et al., 2000) und somatische Embryogenese (Hanai et al., 2000; 
Igasaki et al., 2003; Umehara et al., 2005). Somit scheint PSK-α an der Förderung oder 
Induktion von Zellteilung beteiligt zu sein (Matsubayashi und Sakagami, 1996; Matsubayashi 
et al., 1999b; Chen et al., 2000; Yang et al., 2000). PSK-α wurde in konditionierten Medium 
von Zellkulturen aus Asparagus officinalis nachgewiesen. Zellen, die mit konditioniertem 
Medium behandelt wurden, besaßen eine höhere Teilungsrate (Matsubayashi und 
Sakagami, 1996). In Abbildungen von Matsubayashi und Sakagami (1996) werden 
behandelte und unbehandelte Zellen gezeigt. Obwohl nicht beschrieben, sieht es so aus, als 
ob die mit PSK-α behandelten Zellen größer sind als Kontrollzellen. Diese Beobachtung 
deutet darauf hin, dass PSK-α einen Einfluss auf Zellexpansion besitzen könnte. 
Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob PSK-α 
einen Einfluss auf das Volumen von Protoplasten aus Maiskoleoptilen besitzt. Es konnte 
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gezeigt werden, dass PSK-α eine Volumenzunahme von Protoplasten in Konzentrationen 
von 0,5 nM bis 10 nM induziert. Unsulfatiertes PSK und ein Gemisch einer äquimolaren 
Konzentration der Aminosäuren von PSK-α bewirkten dagegen keine Volumenänderung. Der 
PSK-α-Effekt entspricht in seiner Zeitkinetik dem von ABP1-vermittelten Effekt von IAA. 
Beide induzierten nach Applikation eine sofortige Volumenzunahme ohne lag-Phase. Beide 
Signale, PSK-α und IAA, könnten die gleichen Prozesse in Gang setzten und möglicherweise 
über die gleichen Signalüberträger wirken.  
 IAA führt zur Expansion von Maisprotoplasten. Dieser Effekt ist von der 
Kaliumkonzentration abhängig (Christian et al., 2006). In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass die von PSK-α induzierte Volumenzunahme ebenfalls kaliumabhängig ist. Mit 
abnehmender Kaliumkonzentration im Puffer nahm die Wirkung von PSK-α ab. PSK-α 
könnte, wie IAA, Kaliumkanäle regulieren. Für IAA ist bekannt, dass es den 
einwärtsgerichteten Kaliumkanal ZMK1 in der Maiskoleoptile aktiviert (Phillippar et al., 1999). 
Über Patch-Clamp-Versuche könnte geklärt werden, ob tatsächlich Kaliumkanäle durch 
PSK-α reguliert werden und ob es sich hierbei um einwärts- oder auswärtsgerichtete Kanäle 
handelt. In Daucus carota und Arabidopsis thaliana wurden die LLR (leucine rich repeat)-
Rezeptorkinasen DcPSKR1 und AtPSKR1 als PSK-α-Rezeptoren identifiziert. Über 
Mutanten, deren PSK-Rezeptor ausgeschaltet wurde, könnte ebenfalls untersucht werden, 
ob die PSK-α-Signalübertragung für die kaliumabhängige Volumenzunahme von 
Protoplasten verantwortlich ist.  
 Einen Hinweis auf eine Beteiligung von PSK-α bei der Osmoregulation geben auch 
Promotor-GUS-Analysen. Diese zeigten, dass AtPSKR1 und Gene, die für Präproproteine 
von PSK-α kodieren, unter anderem in Stomata exprimiert werden (Anke Kutschmar, 
Universität Kiel, persönliche Mitteilung). Je nachdem, ob sich Stomata öffnen oder schließen, 
sind auswärts- oder einwärtsgerichtete Kaliumkanäle aktiv (Dreyer et al., 1997; 
Büchsenschütz et al., 2005). Es könnte untersucht werden, ob sich die Apertur von Stomata 
durch PSK-α verändert und ob dabei ebenfalls, wie in Protoplasten aus Maiskoleoptilen, 
Kalium und Kaliumkanäle involviert sind. Hierzu würden sich wiederum Patch-Clamp-
Versuche eignen. 
 Es wird postuliert, dass die Aktivität von Kaliumkanälen über das Zyklieren an der 
Plasmamembran reguliert wird (Hurst et al., 2004; Fuchs et al., 2006). Für Kaliumkanäle, die 
bei der Stomataregulation beteiligt sind, wurde gezeigt, dass sie zwischen Plasmamembran 
und Vesikeln zyklieren (Sutter et al., 2006). Die Wirkung von PSK-α auf Protoplasten war 
kaliumabhängig und möglicherweise werden Kaliumkanäle durch PSK-α reguliert. In dieser 
Arbeit wurde über Experimente mit dem Fluoreszenzfarbstoff FM4-64 der Einfluss von PSK-
α auf das Zyklieren der Plasmamembran untersucht. Zugabe von PSK-α zu Protoplasten 
führte zu einer Abnahme der FM4-64-Fluoreszenz in der Plasmamembran. Protoplasten, die 
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mit unsulfatierten Pentapeptid behandelt wurden, zeigten dagegen keine Veränderung in der 
FM4-64-Fluoreszenz in der Plasmamembran und entsprachen damit Kontroll-Protoplasten. 
IAA reduzierte ebenfalls die Fluoreszenz von FM4-64 in der Plasmamembran. Wodurch die 
Reduktion der FM4-64-Fluoreszenz bei IAA- oder PSK-α-Behandlung hervorgerufen wird, ist 
noch zu klären. Der PSK-α-Rezeptor ist wie der Brassinosteroidrezeptor BRI1 eine LLR-
Rezeptorkinase. Beide sind an der Plasmamembran lokalisiert (Li und Chory 1997; 
Matsubayashi et al., 2002; Cano-Delgado et al., 2004; Shinohara et al., 2007). Für BRI1 ist 
bekannt, dass er zwischen Endosomen und Plasmamembran zykliert (Russinova et al., 
2004; Geldner et al., 2007). Über ein fluoreszenzmarkiertes PSK-α-Rezeptorprotein könnte 
ermittelt werden, ob der PSK-α-Rezeptor wie BRI1 zykliert. Über Versuche mit 
fluoreszenzmarkierten Kaliumkanälen oder H+-ATPasen könnte untersucht werden, ob PSK-
α einen Einfluss auf das Zyklieren dieser am Wachstum beteiligten Proteine besitzt.  
 
4.2. ABP1 als möglicher Rezeptor für auxininduziertes Streckungs-
wachstum 
Für das auxininduzierte Streckungswachstum wird ABP1 als Auxinrezeptor diskutiert (Jones 
et al., 1998; Christian et al., 2003). Tabakzellen, die ZmABP1 überexprimieren, sind größer 
als Kontrollzellen (Jones et al., 1998). In der diageotropica (dgt) Mutante aus Tomate 
induziert Auxin kein Streckungswachstum im Hypokotyl (Christian und Lüthen, 2000; 
Christian et al., 2003), inhibiert nicht das Wachstum von älteren Wurzeln (Coenen et al., 
2002) und induziert keine Protonensekretion (Coenen et al., 2002). Ebenso ist die dgt-
Mutante im Gravitropismus gestört (Madlung et al., 1999; Rice und Lomax, 2000). Es wurde 
gezeigt, dass das IAA-induzierte Streckungswachstum von Hypokotylen bei der dgt-Mutante 
gestört ist. Auch reagieren Protoplasten aus diesem Gewebe nicht mehr mit 
Volumenzunahme auf Auxin. Antikörper, die gegen Box a von ABP1 gerichtet sind und bei 
Kontrollprotoplasten eine mit IAA-vergleichbare Volumenzunahme auslösen, induzierten bei 
der dgt-Mutante keine Volumenzunahme. Dies ist ein Indiz dafür, dass ABP1 das 
auxininduzierte Streckungswachstum vermittelt. Durch Auxin wird Streckungswachstum 
induziert indem plasmamembranständige H+-ATPasen aktiviert und verstärkt Protonen in den 
Apoplasten transportiert werden. Dies hat eine Hyperpolarisation der Plasmamembran zur 
Folge (Barbier-Brygoo et al., 1989; Rück et al., 1993). Hierdurch werden einwärtsgerichtete 
Kaliumkanäle aktiviert und Kalium in die Zelle aufgenommen (Phillippar et al., 1999), wobei 
zusätzlich Wasser einströmt. Der Turgor der Zelle nimmt zu. Durch die Ansäuerung des 
Apoplasten werden Expansine aktiviert (Cosgrove et al., 2002). Diese ermöglichen das 
Dehnen der Zellwand und Streckungswachstum setzt ein. Das Streckungswachstum selbst 
setzt erst nach einer zehn- bis zwanzigminütigen lag-Phase nach Auxinapplikation ein 
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(Christian und Lüthen, 2000; Christian et al., 2003; Hager, 2003). Der Grund für die 
Verzögerung scheint die langsame Ansäuerung des Apoplasten zu sein. Werden Hypokotyle 
in einem sauren Puffer um einen pH-Wert von 4 inkubiert, setzt Streckungswachstum sofort 
ein, das so genannte „Säurewachstum“ (Hager, 2003). Die Hyperpolarisation der 
Plasmamembran und die Aktivierung von plasmamembranständigen H+-ATPasen und 
einwärtsgerichteten Kaliumkanälen erfolgt innerhalb einer Minute (Barbier-Brygoo et al., 
1989; Rück et al., 1993; Badescu und Napier, 2006). Die ersten Reaktionen auf Auxin bei 
der Zellstreckung scheinen somit nicht von der F-Box Auxinrezeptor-Familie vermittelt zu 
werden. Durch die gleichen Mechanismen, die bei Zellen zur Streckung führen, reagieren 
Protoplasten aus sich streckenden Organen auf Auxin mit Volumenzunahme. Da bei 
Protoplasten die Zellwand fehlt, wird die Volumenzunahme schon innerhalb der ersten 
Minute induziert. Durch das Fehlen der Zellwand als Barriere für Antikörper und die schnelle 
Aufnahme von Effektoren unter einer Größe von 10 kDa (Lucas und Lee, 2004) werden 
Protoplasten für Untersuchungen zum Auxinsignalweg herangezogen und die 
auxininduzierte Volumenzunahme mit dem Streckungswachstum verglichen. 
Protoplasten von Koleoptilen aus Zea mays, von Hypokotylen aus Arabidopsis 
thaliana und Solanum lycopersicum sowie aus internodialen Epidermiszellen von Pisum 
sativum reagieren auf Auxin mit einer schnellen Volumenzunahme (Steffens und Lüthen, 
2000, Steffens et al., 2001; Yamagami et al., 2004; Christan et al., 2006). Bei Protoplasten 
aus Tabakmesophyllzellen induziert Auxin die Hyperpolarisation der Plasmamembran 
(Barbier-Brygoo et al., 1989, 1991; Rück et al., 1993). In dieser Arbeit wurde mit 
Protoplasten aus Maiskoleoptilen gearbeitet. Eigene Experimente bestätigten eine IAA-
induzierte Volumenzunahme. Dies war eine Grundvoraussetzung für die folgenden Versuche 
zur Aufklärung der Rolle von ABP1 im Auxinsignalweg. 
Der hochkonservierte C-Terminus von ABP1 scheint eine Interaktionsdomäne zu 
sein. Dies zeigten eigene Versuche mit einem C-terminalen Peptid von ZmABP1. Das C-
terminale Peptid alleine führte wie IAA bei Protoplasten, zu einer sofortigen 
Volumenzunahme (Abbildung 31A). Dies bestätigen frühere Versuche von Steffens et al. 
(2001). Daneben löste das C-terminale Peptid von ABP1 eine Hyperpolarisation der 
Plasmamembran (Leblanc et al., 1999b; David et al., 2001) und das Öffnen von Stomata, 
welches ebenfalls durch Auxin induziert wird, aus (Thiel et al., 1993). Ein Anti-C-Terminus 
Antikörper inhibierte dagegen die von IAA induzierte Volumenzunahme bei Protoplasten 
(Steffens et al., 2001; Christian et al., 2006). Auch die Applikation eines Anti-ABP1 
Antikörpers inhibierte die von Auxin ausgelöste Volumenzunahme (Steffens et al., 2001) 
sowie die Hyperpolarisation der Plasmamembran (Barbier-Brygoo et al., 1989). Diese 
Ergebnisse deuten auf eine Funktion von ABP1 beim auxinvermittelten Streckungswachstum 








Box a Box c Box a Box c
2-NAAscFv12
ABP1
Box a Box c
+ IAA
Box a Box c
+ Anti-Box a 
Antikörper
Box a Box c
+ scFv12

































Abbildung 31: Modell der Interaktion von IAA, 2-NAA, dem Anti-Box a Antikörper, dem scFv12 und 
dem C-terminalen Peptid von ZmABP1 mit ABP1 und die daraus resultierenden Wirkungen auf 
Protoplasten aus Maiskoleoptilen. A ABP1 alleine induziert kein Anschwellen der Protoplasten. Die 
Boxen a und c sind unbesetzt. Der C-Terminus (C-Term) ist in seiner Stellung unverändert. IAA, Anti-
Box a Antikörper, scFv12 und das C-terminale Peptid führen zu einer Volumenzunahme. 2-NAA 
induziert keine Volumenzunahme. B In Kompetitionsversuchen mit 2-NAA wird die Wirkung von IAA 
und vom Anti-Box a Antikörper durch vorherige Applikation von 2-NAA gehemmt. Der Effekt des C-
terminalen Peptids ist unabhängig von einer vorherigen 2-NAA-Applikation. Die von scFv12 induzierte 
Volumenzunahme wird durch eine Vorinkubation mit 2-NAA nicht inhibiert, sondern verstärkt. 
 
 Für Untersuchungen des ABP1-Signalweges sind Effektoren hilfreich, die an ABP1, 
aber nicht an TIR1 binden und die keine Auxinwirkung auslösen. 2-NAA ist solch ein 
Effektor. 2-NAA zeigt im Gegensatz zu 1-NAA in Auxinbioassays nur eine geringe oder keine 
Auxinwirkung (Katekar, 1979). Nach theoretischen Kalkulationen bindet 2-NAA mit hoher 
Affinität an ABP1 (Edgerton et al., 1994). 2-NAA unterstützt nicht wie 1-NAA die Bindung von 
TIR1 an Aux/IAA-Proteine und 2-NAA induziert keinen TIR1-abhängigen Proteinabbau 
(Kempinski und Leyser, 2005). Wie Steffens und Lüthen (2000) zeigten, bestätigten 
Versuche dieser Arbeit, dass 2-NAA keinen mit IAA-vergleichbaren Effekt auf das Volumen 
von Maisprotoplasten ausübt (Abbildung 31A). In Kompetitionsversuchen inhibierte 2-NAA 
die von IAA induzierte Volumenzunahme (Abbildung 31B). Die Bindungsaffinität von 2-NAA 
an ABP1 könnte stärker als die von IAA sein und IAA möglicherweise verdrängen. Dies 
würde den Vorhersagen von Edgerton et al. (1994) entsprechen. Für die Aktivierung von 
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ABP1 scheint die Stellung der Carboxylgruppe des Auxins wichtig zu sein (Woo et al., 2002; 
Bertoša et al., 2007). Die Carboxylgruppe interagiert mit einem Zinkion in der 
Auxinbindetasche von ABP1 (Woo et al., 2002; Bertoša et al., 2007). Die Carboxylgruppe 
von 2-NAA ist im Vergleich zu 1-NAA um ein C-Atom im aromatischen Ringsystem versetzt 
und zeigt somit in eine andere Richtung. Dies könnte der Grund für die Inaktivität von 2-NAA 
trotz starker Bindung sein. Nachdem gezeigt wurde, dass 2-NAA eine IAA-induzierte 
Volumenzunahme unterbindet, wurden Versuche mit 2-NAA und dem C-terminalen Peptid 
durchgeführt. Das C-terminale Peptid von ABP1 induzierte trotz Vorinkubation mit 2-NAA bei 
Protoplasten eine Volumenzunahme (Abbildung 31B). 2-NAA blockiert wahrscheinlich die 
Bindetasche für Auxin von ABP1, nicht aber die vom C-Terminus von ABP1 ausgehende 
Wirkung der Volumenzunahme, wie bereits von Steffens et al. (2001) gezeigt wurde. 
Durch die Auxinbindung an ABP1 könnte sich der C-Terminus als 
Interaktionsdomäne in seiner Ausrichtung am Molekül verändern, wodurch eine Aktivität von 
ABP1 ausgelöst wird. Über die Kristallstruktur von ZmABP1 mit 1-NAA als interagierendem 
Auxin wurde die Auxinbindetasche näher beschrieben (Woo et al., 2002). Für die Interaktion 
mit Auxin wichtige Aminosäuren sind vor allem in der hochkonservierten Box a vertreten. 
Hier sind drei der vier Aminosäuren lokalisiert, die das Zinkion binden und so bei der 
Interaktion mit der Carboxylgruppe mitwirken. Zwei der insgesamt fünf Aminosäuren, die mit 
dem aromatischen Ringsystem von Auxin interagieren, befinden sich ebenfalls in der Box a. 
Ein Antikörper, der gegen Box a von ABP1 gerichtet ist, induziert wie IAA eine 
Hyperpolarisation der Plasmamembran (Venis et al., 1992; Leblanc et al., 1999a) und eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten (Steffens et al., 2001). Er imitiert möglicherweise die 
Auxinbindung an Box a und löst dadurch eine Wirkung aus (Abbildung 31A). In Kompetition 
mit 2-NAA war der Anti-Box a Antikörper nicht mehr wirksam (Abbildung 31B, Bianka 
Steffens, Universität Kiel, persönliche Mitteilung). Neben Box a bindet Auxin auch an Box c, 
wie Bindestudien mit photoaktivierter IAA zeigten (Brown und Jones, 1994). Über die 
Kristallstruktur von ZmABP1 wurde gezeigt, dass eine Aminosäure der Box c an der Bindung 
des aromatischen Ringes von 1-NAA beteiligt ist (Woo et al., 2002). Der gegen NtABP1 
generierte Antikörper Mab12 und sein Antikörperfragment scFv12 besitzen eine starke 
Bindungsaffinität für Box c und eine schwache für Box a (Leblanc et al., 1999a; David et al., 
2001). In Hyperpolarisationsversuchen hemmt Mab12 die von 1-NAA induzierte 
Hyperpolarisation der Plasmamembran von Tabakmesophyllzellen (Leblanc et al., 1999a). 
Mab12 und scFv12 besitzen eine hohe Affinität für NtABP1 (David et al., 2007). Tabak BY2-
Zellen, die den scFv12 mit einer KDEL-Signalsequenz für das ER induzierbar exprimieren, 
sind in ihrer Zellteilung gehemmt (David et al., 2007). In eigenen Versuchen mit Protoplasten 
aus Maiskoleoptilen induzierte scFv12 dagegen, ähnlich wie IAA, eine Volumenzunahme bei 
Protoplasten (Abbildung 31A). scFv12 bindet hauptsächlich an Box c. Dies scheint die 
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Volumenzunahme auszulösen. Box c scheint ebenfalls wichtig für die Wirkung von Auxin 
über ABP1 zu sein. In Kompetitionsversuchen mit 2-NAA wurde die Wirkung von scFv12 
nicht gehemmt, wie es bei IAA oder Antikörpern gegen Box a der Fall war. Die von scFv12 
induzierte Volumenzunahme wurde vielmehr durch 2-NAA gefördert (Abbildung 31B). 2-NAA 
interagiert demnach nicht mit der gesamten Auxinbindetasche. Vermutlich gibt es keine 
Interaktion mit dem Zinkion und eine Volumenzunahme bei Protoplasten unterbleibt. ScFv12 
interagiert nur schwach mit Box a und stark mit Box c. Die Interaktion reicht jedoch, um eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten auszulösen. ScFv12 kann vermutlich zusätzlich zu 2-
NAA an ABP1 binden. Zusammen werden Box a und Box c belegt und eine starke 
Volumenzunahme ausgelöst. In Kompetitionsversuchen mit IAA und scFv12 zeigten 
Protoplasten eine der IAA-Wirkung vergleichbare Volumenzunahme. IAA besetzt 
wahrscheinlich alle Auxinbindedomänen, so dass scFv12 nicht binden kann. Die Interaktion 
der Carboxylgruppe des Auxins mit dem Zinkion in der Auxinbindetasche so wie Box c sind 
wichtig für die von ABP1 ausgehende Wirkung.  
 
4.3. Das über ABP1 vermittelte Auxinsignal beeinflusst die 
Fluoreszenz von FM4-64 in der Plasmamembran 
Das Zyklieren von Membranen ist in Pflanzen ein wichtiger Prozess bei der Internalisierung 
und der Wiederverwertung von Molekülen, wie plasmamembranassoziierten Proteinen und 
Sterolen (Geldner et al., 2001; Grebe et al., 2003; Hurst et al., 2004). Rezeptoren, die 
extrazelluläre Signale weiterleiten, Transporter, Protonenpumpen sowie Kaliumkanäle 
scheinen ebenfalls über Plasmamembranzyklieren in ihrer Aktivität reguliert zu werden 
(Murphy et al., 2005). Proteine und andere Membranbestandteile können über Exozytose 
vom Golgiapparat über Vesikel, wie partiell ummantelte Vesikel zur Plasmamembran 
transportiert werden. Dort verschmelzen die Vesikel mit der Plasmamembran, oder es 
werden nur Teile der Vesikel mit der Plasmamembran ausgetauscht, wodurch die 
exozytierten Moleküle in die Plasmamembran gelangen (Harata et al., 2006). Über 
Endozytose werden Membranbestandteile wiederum über Vesikel und Endosomen in die 
Zelle aufgenommen und wiederverwertet oder in die Vakuole transportiert und dort abgebaut 
(Maxfield et al., 2004; Tse et al., 2004). 
Auxin wird über Efflux-Carrier, die PIN-Proteine, polar transportiert und reguliert 
selbst die Aktivität der PIN-Proteine, indem es das endozytotische Zyklieren verlangsamt. 
Dadurch bleiben mehr PIN-Proteine in der Plasmamembran lokalisiert (Paciorek et al., 
2005). Plasmamembranständige H+-ATPasen werden durch Auxin verstärkt zur 
Plasmamembran transportiert (Geldner et al., 2001). Auch Kaliumkanäle sind endozytotisch 
reguliert (Hurst et al., 2004; Meckel et al., 2004) und durch Auxin nimmt ihre Aktivität an der 
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Plasmamembran zu. Die erhöhte Aktivität scheint ebenfalls durch einen verstärkten 
Transport zur Membran induziert zu werden (Hurst et al., 2004; Fuchs et al., 2006). Der 
Auxin Influx-Carrier AUX1 zykliert zwischen Plasmamembran und endosomalen 
Kompartimenten (Kleine-Vehn et al., 2006). Ob dieses Zyklieren durch Auxin induziert wird, 
ist unklar. 
ABP1 könnte im Signalweg von IAA, bei der Aktivierung von 
plasmamembranständigen H+-ATPasen und Kaliumkanälen in Protoplasten eine Rolle 
spielen (Rück et al., 1993; Phillippar et al., 1999; Christan et al., 2006). Es besteht die 
Möglichkeit, dass ABP1 das Zyklieren der Protonenpumpen und der Kaliumkanäle 
beeinflusst, wodurch deren Aktivität gesteigert werden könnte. Sowohl der Transport zur 
Plasmamembran könnte gefördert als auch die Endozytose inhibiert werden.  
Der nur in lipophiler Umgebung fluoreszierende Farbstoff FM4-64 wird häufig 
verwendet, um das Zyklieren der Plasmamembran zu beobachten (Geldner et al., 2003; 
Meckel et al., 2004). Er inseriert mit dem lipophilen Ende in die äußere Lipidschicht der 
Plasmamembran und wird über endozytotisches Zyklieren in Membranvesikel, die 
Membranen von Endosomen und Golgiapparat sowie den Tonoplast verteilt (Meckel et al., 
2004). In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die auxininduzierte Volumenzunahme bei 
Protoplasten einen Effekt auf die Verteilung von FM4-64 hat. Protoplasten, die mit FM4-64 
inkubiert wurden, besaßen eine stark fluoreszierende Plasmamembran. Bei mit IAA-
behandelten Protoplasten war dagegen nur eine sehr geringe Fluoreszenz in der 
Plasmamembran zu beobachten. Nach Behandlung mit Indol-3-Acetonitril (IAN), einer 
Vorstufe von IAA, verringerte sich ebenfalls die Fluoreszenz in der Plasmamembran. Dies 
geschah jedoch erst nach einer zehnminütigen lag-Phase, wie sie auch bei der 
Volumenzunahme zu beobachten war. Diese Verzögerung könnte durch die langsame 
enzymatische Umwandlung von IAN zu IAA hervorgerufen werden. Auxin führte demnach zu 
einer starken Verringerung der FM4-64 Fluoreszenz in der Plasmamembran. Zudem wurde 
beobachtet, dass diese Antwort auch über einen ABP1-abhängigen Signalweg induziert 
werden konnte. Das C-terminale Peptid von ABP1 und scFv12, welche eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten hervorrufen, führten ebenfalls zu einer verminderten 
FM4-64 Fluoreszenz in der Plasmamembran. Alle untersuchten Effektoren, die eine 
Volumenzunahme bei Protoplasten induzierten, führten zu einer Verminderung der 
Fluoreszenz von FM4-64 in der Plasmamembran. Anhand der Versuche kann vermutet 
werden, dass auch ABP1 einen Einfluss auf das Zyklieren der Plasmamembran besitzt. 
Über die Ursache der Fluoreszenzverminderung kann nur spekuliert werden. Bei 
Untersuchungen zum Zyklieren von PIN-Proteinen wurde ebenfalls FM4-64 verwendet. Die 
Versuche wurden an Wurzeln von Arabidopsis durchgeführt (Paciorek et al., 2005; Blakeslee 
et al., 2007). Durch die Applikation von 1-NAA zu Arabidopsiswurzeln wurde die Aufnahme 
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des Farbstoffes in die Zellen verlangsamt. Die Plasmamembran war stark gefärbt. Innere 
Zellkompartimente wurden im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Auxinbehandlung erst nach 
einer Stunde angefärbt. Das endozytotische Zyklieren war durch Auxin verlangsamt. In 
Versuchen an Protoplasten aus Koleoptilen mit Effektoren, die die Volumenzunahme 
induzieren, schien die Aufnahme von FM4-64 nicht verlangsamt, da im Inneren der 
Protoplasten Kompartimente schon nach kurzer Zeit gefärbt waren. Der Farbstoff kann nur 
über Endozytose der Plasmamembran aufgenommen werden und so in innere 
Zellkompartimente gelangen. In der Plasmamembran schien die Fluoreszenz schnell und 
spezifisch abzunehmen. Ein wichtiger Unterschied zwischen den Versuchen an Protoplasten 
und an Wurzeln ist, dass die verwendeten Protoplasten als Reaktion auf Auxin sehr schnell 
an Volumen zunehmen und sich die Plasmamembranfläche schnell vergrößert. 
Entsprechende IAA-Konzentrationen hemmen dagegen bei Wurzeln das 
Streckungswachstum (Thimann, 1936). Es wird demnach eine andere Antwort ausgelöst als 
in der Koleoptile. Es wäre interessant die unterschiedlichen Reaktionen auf Auxin in den 
verschiedenen Geweben genauer zu untersuchen. Um das Zyklieren direkt beobachten zu 
können, würden sich für die vergleichenden Versuche Protoplasten aus Wurzeln und 
Hypokotylen anbieten. 
Auxin induziert über ABP1 bei Protoplasten eine schnelle Volumenzunahme. 
Innerhalb einer Stunde erhöht sich das Volumen der Protoplasten um 5%. Die 
Plasmamembran kann sich nur bis zu 3% dehnen. Jede weitere Vergrößerung wird erst 
durch die aktive Aufnahme von Membranbestandteilen ermöglicht (Homann und Thiel, 2002; 
Hurst et al., 2004; Meckel et al., 2004). So könnte der schnelle Zuwachs an neuen 
Membranbausteinen die Fluoreszenz in der Plasmamembran von Protoplasten eventuell 
verringern. Alleine der Zuwachs der Plasmamembran scheint jedoch nicht auszureichen, um 
die Verringerung der Fluoreszenz in der Membran zu erklären. Das Wachstum von 
Pollenschläuchen wurde ebenfalls in Gegenwart von FM4-64 beobachtet. Diese ebenfalls 
schnell wachsenden Zellen zeigten während ihres polaren Längenwachstums eine 
anhaltende Färbung in der Plasmamembran mit starkem Vesikeltransport in die Zelle (Parton 
et al., 2001).  
 FM4-64 lagert sich durch Endozytose in die Plasmamembran, in Endosomen, den 
Golgiapparat und den Tonoplast ein und fluoresziert dort bei einer Wellenlänge von 640 nm. 
Unter diesen Bedingungen fluoreszieren das ER und die Kernmembran nicht (Bolte et al., 
2004). Zal et al. (2006) zeigten dagegen in Zelllinien aus verschiedenen tierischen Geweben, 
dass FM-4-64 ebenfalls bei einer Wellenlänge von 480 bis 520 nm fluoresziert und bei dieser 
Wellenlänge ein spezifischer Marker für die Kernmembran und das ER zu sein scheint. Dies 
lässt vermuten, dass FM4-64 über Endozytose auch in die ER- und Kernmembran gelangt. 
Die Wellenlänge der Fluoreszenz von FM4-64 scheint von der Zusammensetzung der 
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Membran abhängig zu sein (Zal et al., 2006). So könnte sich nach Zal et al. (2006) der 
Gehalt an Phospholipiden unterscheiden und zur Verschiebung des Emissionsspektrums 
führen. Auch Proteine könnten hierbei eine Rolle spielen. Während der auxininduzierten 
Vergrößerung der Plasmamembran verändert sich eventuell die Membranzusam-
mensetzung. So werden zum Beispiel plasmamembranständige H+-ATPasen und 
Kaliumkanäle durch Auxin verstärkt zur Plasmamembran transportiert (Geldner et al., 2001; 
Baluška et al., 2002; Hurst et al., 2004; Fuchs et al., 2006). Dies könnte zur Verschiebung 
des Emissionsspektrums von FM4-64 führen und eine Fluoreszenz um 640 nm wäre nicht 
oder kaum mehr detektierbar. In wie weit eine Veränderung der Membranzusammensetzung 
in einem Zeitraum von einer Minute möglich ist, um eine Verschiebung des 
Emissionsspektrums hervorzurufen, ist noch zu klären. Um zu untersuchen, ob IAA solch 
eine Wirkung besitzt, sollte die Fluoreszenz des Farbstoffes FM4-64 parallel bei 
unterschiedlichen Wellenlängen beobachtet werden.  
 Im tierischen System wird FM4-64 vor allem für Untersuchungen der 
Signalweiterleitung in Neuronen verwendet. Über ein spezielles Verfahren, der second 
harmonic generation (SHG), werden Änderungen im Membranpotential in Millisekunden über 
Veränderungen des Fluoreszenzsignals gemessen (Domedeck et al., 2005; Nurgia et al., 
2006; Jiang et al., 2007). In diesem System wurde gezeigt, dass die Fluoreszenz von FM4-
64 abhängig von der Polarität der Anregungswellenlänge ist (Jiang et al., 2007). Die 
Veränderung des Fluoreszenzsignals bei der Änderung des Membranpotentials scheint 
durch eine Änderung der Achsenausrichtung der FM4-64 Moleküle in der Membran 
hervorgerufen zu werden. Nicht die Reorientierung des Farbstoffes in der Membran oder die 
Verschiebung im Emissionsspektrum scheinen für die Minderung der Fluoreszenz 
verantwortlich zu sein (Jiang et al., 2007). Durch Auxin wird eine Hyperpolarisation der 
Plasmamembran induziert (Barbier-Brygoo et al., 1989; Rück et al., 1993). Ob diese zu einer 
Änderung der Ausrichtung von FM4-64 und somit zur Verringerung der Fluoreszenz führt, ist 
zu überlegen. Zu bedenken ist jedoch, dass die Potentialänderungen in Neuronen in einem 
anderen Zeitfenster verlaufen als die auxininduzierte Hyperpolarisation der Plasmamembran. 
Die beobachteten Veränderung der Fluoreszenz bei der Reizweiterleitung dauerten nur 
Millisekunden (Dombeck et al., 2005; Nuriya et al., 2005). Der beobachtete Effekt in der 
Protoplastenmembran war nach Zugabe der Effektoren bis zu einer Stunde stabil.  
 Wodurch die Verringerung der Fluoreszenz in der Plasmamembran hervorgerufen 
wurde, ob durch eine veränderte Ausrichtung der FM4-64-Moleküle, eine Reorientierung in 
der Membran oder eine Änderung der Membranzusammensetzung, konnte nicht geklärt 
werden. Festzustellen ist, dass die Verringerung der Fluoreszenz spezifisch durch Auxin 
über ABP1 ausgelöst wurde. Ob ABP1 das Zyklieren der Plasmamembran beeinflusst und 
dadurch H+-ATPasen und Kaliumkanäle in ihrer Aktivität verstärkt werden oder ob ABP1 
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selber zykliert, konnte in den Versuchen nicht geklärt werden. GFP-(green fluorescent 
protein) oder anders fluoreszenzmarkiertes ABP1 und markierte H+-ATPasen und 
Kaliumkanäle wären hilfreich, um ein Zyklieren direkt beobachten zu können. Über 
Effektoren, wie das C-terminale Peptid, welches eine auxinähnliche Wirkung besitzt, und 
einen Anti-ABP1 Antikörper, der den Auxineffekt bei Protoplasten inhibiert, könnte untersucht 
werden, ob ABP1 das Zyklieren beeinflusst und ob es selbst zykliert. Hierzu müsste ein 
Versuchssystem mit Protoplasten von Arabidopsis etabliert werden. 
 
4.4. AtABP1 wird in teilungsaktivem Gewebe exprimiert 
Um herauszufinden, in welchen Geweben und während welcher Entwicklungsstadien von 
Arabidopsis thaliana AtABP1 aktiv sein könnte, wurde die Promotoraktivität von AtABP1 
analysiert. Aus Wachstumsmessungen von Hypokotylen von etiolierten 
Arabidopsiskeimlingen und Versuchen an Protoplasten aus diesem Gewebe, ist bekannt, 
dass AtABP1 dort aktiv ist und in die Zellstreckung involviert sein könnte (Christian und 
Lüthen, 2000; Christian et al., 2003). 
 Eine Recherche der Expression von AtABP1 basierend auf Microarray-Studien 
(Genevestigator, http://www.genevestigator.ethz.ch/at/) sagen eine schwache Aktivität in 
allen Geweben und im gesamten Entwicklungsverlauf von Arabidopsis thaliana vorher. Nur 
in Zellkulturen und Blütenstielen wurde eine erhöhte Expression von AtABP1 gemessen. Um 
auch zellspezifisch untersuchen zu können, wo AtABP1 aktiv ist, wurden in dieser Arbeit 
Promotor-GUS-Analysen durchgeführt. Unter Langtag angezogene PAtABP1:GUS-
Transformanten zeigten in bis zu 6 Tage alten Keimlingen GUS-Aktivität vor allem in sehr 
jungen sich entwickelnden Blättern bis zu einer Länge von 200 µm und in Kotyledonen außer 
im Bereich der Hydathoden. Etiolierte Keimlinge besaßen ein vergleichbares 
Expressionsmuster. Nur im Leitgewebe des apikalen Hakens war bei drei Tage alten 
etiolierten Keimlingen eine zusätzliche Aktivität zu beobachten. Es wurde keine Expression 
im Hypokotyl, dem Bereich der für Protoplastenversuche verwendet wird, beobachtet. 
Woraus sich die Frage ergibt, ob der ausgewählte Promotorbereich von 1582 bp 
stromaufwärts des Startkodons, nicht alleine für die Aktivität des Gens verantwortlich ist. 
Ebenso muss bedacht werden, dass ABP1 vielleicht nicht im Hypokotyl aktiv ist. Dies stünde 
jedoch mit den Versuchen aus Hypokotylprotoplasten im Widerspruch (Christian und Lüthen, 
2000; Christian et al., 2003).  
 Um zu sehen, inwieweit die Aktivität des AtABP1-Promotors mit der Lokalisation von 
aktivem Auxin übereinstimmt, wurden zusätzliche Expressionsanalysen mit der DR5-Mutante 
durchgeführt und mit dem gemessenen Gehalt an freier IAA abhängig vom 
Entwicklungsstadium von Arabidopsis verglichen (Ljung et al., 2001). DR5 ist ein Marker für 
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schnelle auxininduzierte Genexpression (Ulmasov et al., 1997) und wird allgemein als 
Marker für aktives Auxin verwendet (Sabatini et al., 1999; Aloni et al., 2001; Friml et al., 
2002; Marchant et al., 2002). In Kotyledonen von drei Tage alten Keimlingen war DR5-
Aktivität in den Blattspitzen, den Bereich der Hydathoden zu beobachten. PAtABP1:GUS 
Aktivität war dagegen im gesamten Bereich der Kotyledonen außer den Hydathoden zu 
beobachtet. Auch in sehr jungen sich entwickelnden Blättern unterschieden sich die 
Expressionsmuster von AtABP1 und DR5. In drei Tage alten Keimlingen war in den ersten 
sich entwickelnden Blättern PAtABP1:GUS Aktivität zu beobachten. In sechs Tage alten 
Keimlingen beschränkte sich die Aktivität auf einen Bereich um die sich entwickelnden 
Leitbündel von der Spitze bis zur Basis des jungen Blattes. DR5-Aktivität in den sich 
entwickelnden Blättern war erst bei vier Tage alten Keimlingen zu beobachten. Erst war eine 
Aktivität nur in der Blattspitze, später, in fünf Tage alten Keimlingen, war sie auch im sich 
entwickelnden Leitbündel zu beobachten. Ljung et al. (2001) bestimmten die Konzentration 
an freier IAA gaschromatographisch mit einem nachgeschalteten Massenspektrometer 
während der Entwicklung von Arabidopsispflanzen und analysierten den IAA-Gehalt in 
Abhängigkeit von der Blattentwicklung. Die IAA-Verteilung und -Konzentration in Blättern ist 
von ihrem Entwicklungsstadium abhängig und lässt sich in zwei Abschnitte teilen. Im ersten 
Abschnitt, in dem das junge Blatt durch Zellteilung wächst, wurde eine hohe Konzentration 
an freier IAA gemessen. Eine erhöhte de novo Synthese von IAA findet statt. Ab einer 
Blattlänge von 200 µm beginnt der zweite Entwicklungsabschnitt. Die Synthese von IAA und 
die Zellteilung nehmen rapide ab. Das Wachstum des Blattes erfolgt nun durch Zellstreckung 
und die Ausdifferenzierung des Leitgewebes findet statt (Ljung et al., 2001). Die Expression 
von PAtABP1:GUS in sich entwickelnden Blättern wurde während der Phase der erhöhten 
Zellteilung und IAA-Synthese beobachtet. Mit Beginn der Zellstreckung, nahm die Aktivität 
des AtABP1-Promotors ab. Hier war die Expression von AtABP1 mit dem Ort der de novo 
Synthese von IAA vergleichbar. Es konnte dagegen kein Zusammenhang zwischen 
Zellstreckung und PAtABP1:GUS Expression festgestellt werden. Mit einsetzender 
Zellstreckung wurde keine AtABP1-Promotoraktivität mehr beobachtet. Somit ist wiederum 
zu überlegen, ob ABP1 überhaupt mit Zellstreckung in Verbindung steht.  
Im sich streckenden Hypokotyl findet keine IAA-Synthese statt. IAA wird von den 
Blättern in die Wurzel transportiert. Durch gerichteten Transport liegt im Hypokotyl trotzdem 
freie, aktive IAA vor (Ljung et al., 2001). Die Aktivität des DR5-Promotors wird oft mit 
Auxinaktivität gleich gesetzt (Sabatini et al., 1999; Aloni et al., 2001; Friml et al., 2002; 
Marchant et al., 2002). Dies scheint jedoch nicht immer der Fall zu sein, wie die 
Beobachtungen im Hypokotyl und in sehr jungen Blättern zeigten. Wenn PDR5:GUS Pflanzen 
verwendet werden, sollte die Definition von Ulmasov et al. (1997) herangezogen werden. 
Nach ihr ist die Aktivität des synthetischen Promotors mit der, der frühen auxininduzierten 
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Gene zu vergleichen. Eventuell ist die Aktivierung der frühen auxininduzierten Gene nicht nur 
von IAA abhängig, sodass PDR5:GUS Aktivität nicht mit der IAA-Konzentration gleich gesetzt 
werden kann.  
 Die Expression von PAtABP1:GUS fiel in spezifischen Entwicklungsstadien mit der 
Synthese von IAA zusammen. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Expression von 
PAtABP1:GUS auch durch externe Applikation des synthetischen Auxins 1-NAA induziert 
werden kann. In drei Tage alten Keimlingen, die auf 1-NAA-haltigem Medium wuchsen, war 
eine zusätzliche PAtABP1:GUS Expression in einzelnen Zellen im Hypokotyl und der Wurzel zu 
beobachten, die ohne Auxinbehandlung keine Färbung zeigten. In vier Tage alten 
Keimlingen war die PAtABP1:GUS Aktivität im Zentralzylinder in der Übergangszone zwischen 
Hypokotyl und Primärwurzel zu beobachten. In der späteren Keimlingsentwicklung konnte 
keine zusätzliche PAtABP1:GUS-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Der 
Promotor von AtABP1 kann durch externes Auxin aktiviert werden. Er scheint 
auxininduzierbare Promotorelemente zu besitzen, bei denen es sich jedoch nicht um Auxin-
responsive Elementen (AuxRE) handelt. Bei der Analyse des ausgewählten 
Promotorbereiches wurden keine AuxREs gefunden. Vereinzelte Arabidopsiskeimlinge 
zeigten unter 1-NAA-Behandlung eine starke Krümmung im Hypokotyl. Bei diesen 
Keimlingen war PAtABP1:GUS nur auf der eingekrümmten Seite aktiv. Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass hier eine Expression nur in Zellen zu beobachten ist, die in ihrer 
Streckung gehemmt sind, oder sich später strecken werden.  
Auch durch eine Umverteilung von internem Auxin konnte PAtABP1:GUS Expression 
schwach verändert werden. Durch Behandlung mit 1-N-Naphthylphthalat (NPA) wird der 
aktive Transport von IAA gehemmt (Ljung et al., 2001). Internes IAA sammelt sich im 
apikalen Bereich des Hypokotyls an. In diesem Bereich war bei drei Tage alten Keimlingen 
PAtABP1:GUS Expression in vereinzelten Zellen zu beobachten. Wurde der IAA-Gehalt in 
Zellen, die in ihrer Streckung gehemmt sind, erhöht, wurde PAtABP1:GUS aktiviert. Warum dies 
nur in einzelnen Zellen zu beobachten war, ist noch zu klären. Das Signal zur Zellteilung 
oder Differenzierung kann von einer einzelnen Zelle ausgehen. Dies ist zum Beispiel bei der 
Entwicklung von Blattprimorden der Fall (Golz, 2006; Veit, 2006; Sablowski, 2007). Auch die 
einzelnen Zellen, die eine PAtABP1:GUS Expression aufwiesen, könnten Signalgeber für die 
umliegenden Zellen sein.  
 In Olive (Eucommia ulmoides), Erdbeere (Fragaria x ananassa) und Tabak (Nicotiana 
tabacum) wurden die Expressionen von ABP1 und die Lokalisationen der ABP1-Proteine 
untersucht (Chen et al., 2001a; Hou und Huang, 2005; Hou et al., 2006). In Olive konnte eine 
Expression von EuABP1 in aktiven Kambien über quantitative real-time-PCR nachgewiesen 
werden. In ruhenden Kambien wurde keine Expression beobachtet. Die Expression von 
EuABP1 konnte durch IAA-Behandlung induziert werden. Über in situ Hybridisierung und 
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Immunofluoreszenz konnte die Expression von EuABP1 und die Lokalisation des Proteins 
selbst nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass im aktiven Kambium die Expression 
von EuABP1 mit dem Protein kolokalisiert ist (Hou et al., 2006). In den in dieser Arbeit 
durchgeführten Promotor:GUS-Analysen konnte dagegen kein Bezug von Expression und 
Aktivität von AtABP1 hergestellt werden. Im Hypokotyl ist AtABP1 aktiv (Christian und 
Lüthen, 2000; Steffens et al., 2001), eine Expression konnte jedoch nicht gezeigt werden. In 
Fragaria x ananassa wurden FaABP1 und IAA über Antikörper immunohistologisch 
nachgewiesen (Hou und Huang, 2005). Es wurde gezeigt, dass sowohl FaABP1 als auch 
IAA in Spross- und Blütenmeristemen lokalisiert sind. IAA und FaABP1 sind kolokalisiert. 
Inwieweit der IAA-Antikörper nur freie IAA oder auch IAA-Konjugate, also inaktive IAA 
erkennt, ist nicht bekannt. Es wurde gezeigt, dass FaABP1 in teilungsaktivem Gewebe 
vorhanden ist (Hou und Huang, 2005). In Spross- und Blütenmeristemen von 6 Wochen 
alten Arabidopsispflanzen konnte über Promotor:GUS-Analysen keine PAtABP1:GUS Aktivität 
nachgewiesen werden. Jedoch wurde, wie in Fragaria x ananassa, in jungen teilungsaktiven 
Blättern mit einem hohen IAA-Gehalt PAtABP1:GUS-Aktivität nachgewiesen. In Tabakblättern 
wurde dagegen über Western-Blot-Analysen gezeigt, dass in vollentwickelten Blättern mehr 
NtABP1 enthalten ist als in jungen noch teilungsaktiven Blättern (Chen et al., 2001a). Diese 
Beobachtungen entsprechen nicht denen aus Fragaria x ananassa (Hou und Huang, 2005) 
und den in dieser Arbeit an Arabidopsis thaliana erzielten.  
In dieser Arbeit konnte eine Expression von PAtABP1:GUS gezeigt werden, die sich 
jedoch von den Beobachtungen in Erdbeere, Olive und Tabak unterscheidet, wobei bei 
Erdbeere und Tabak ausschließlich ABP1-Proteine nachgewiesen wurden. Auch in Samen 
von sich entwickelnden Schoten, beziehungsweise in Embryonen konnte keine AtABP1-
Aktivität nachgewiesen werden. Und dies, obwohl AtABP1 essentiell während der 
Embryogenese ist. Atabp1-Knockout-Mutanten sterben im globulären Embryostadium ab 
(Chen et al., 2001b). Eventuell ist ABP1 nur in dieser einen Entwicklungsphase von 
Embryonen wichtig. Um dies genauer zu untersuchen, sollten die verschiedenen 
Embryostadien auf PAtABP1:GUS-Aktivität analysiert werden.  
Es besteht die Möglichkeit, dass der ausgewählte Promotorbereich nicht die gesamte 
Aktivität von AtABP1 reguliert. Es gibt Gene, bei denen sich regulierende Elemente für die 
entwicklungs- und gewebespezifische Expression in Introns oder Exons befinden (Itho et al., 
1999; Chan et al., 2001; Chang und Sun 2002). Für GA1, ein Gen der Gibberellinsynthese, 
wurde in Arabidopsis gezeigt, dass sich ein regulatorisches Element im zweiten Intron 
befindet (Chang und Sun 2002). In Tabak war auch das zweite Exon wichtig für die 
gewebespezifische Expression von GA1 (Itho et al., 1999). Die Expression von AtABP1 
könnte ebenfalls von weiteren regulatorischen Elementen beeinflußt werden. Über weitere 
GUS-Transformanten, die zusätzlich zum verwendeten Promotorbereich auch Exons und 
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Introns oder das gesamte Gen von AtABP1 besitzen, könnte diese Hypothese getestet 
werden. Sollten diese eine ubiquitäre AtABP1-Expression zeigen, wäre dies ein deutlicher 
Hinweis auf weitere regulatorische Elemente von AtABP1 außerhalb des ausgewählten 
Promotorbereiches. Um die Expression von AtABP1 ergänzend zu untersuchen, könnten 
außerdem Northern-Blot-Analysen durchgeführt werden und mit den Ergebnissen der 
P:GUS-Analysen.  
 
4.5. ABP1 und Interaktionspartner 
ABP1 ist an der Vermittlung schneller Auxinantworten beteiligt, die in Streckungswachstum 
resultieren. Wie das von Auxin ausgehende und über ABP1 vermittelte Signal weitergeleitet 
wird, ist noch nicht bekannt. Um dieser Frage nachzugehen, sollten Interaktionspartner von 
ABP1 identifiziert werden. Über interagierende Proteine sollte es möglich sein, die Funktion 
von ABP1 besser zu verstehen.  
Über den C-Terminus von ABP1, der wahrscheinlich als Interaktionsdomäne für 
interagierende Proteine fungiert (Klämbt, 1990; MacDonald, 1997) und der alleine an 
Protoplasten mit Auxin vergleichbare Reaktionen auslöst (Thiel et al., 1993; Leblanc et al., 
1999b; 2001; Steffens et al., 2001), wurde bereits ein Protein identifiziert (Shimomura, 2006). 
In Zea mays wurde über Photoaffinitätsvernetzung mit dem C-Terminus von ZmABP1 ein 
Glykosylphosphatidylinositol-verankerte plasmamembranständige Protein als mögliches 
interagierendes Protein identifiziert (Shimomura, 2006). Ein weiteres Protein wurde 
aufgereinigt, konnte jedoch nicht eindeutig einer bekannten Peptidsequenz zugeordnet 
werden (Shimomura, 2006). Das Glykosylphosphatidylinositol-verankerte plasma-
membranständige Protein aus Zea mays ist homolog zu einem Glykosylphosphatidylinositol-
verankerten plasmamembranständigen Protein aus Arabidopsis, SKU5 (Skewed5). SKU5 
scheint beim gerichteten Wurzelwachstum eine Rolle zu spielen (Sedbrook et al., 2002). Um 
die postulierte Interaktion mit ABP1 zu bestätigen, fehlen jedoch Bindestudien der Proteine 
mit ABP1.  
 Es ist leichter, Proteine aus Arabidopsis oder Reis zu identifizieren, da die Genome 
vollständig entschlüsselt und bereits viele Proteine annotiert sind. Für Mais trifft dies noch 
nicht zu. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die Versuche zur Identifizierung von 
ABP1-Interaktionspartnern mit Reis und Arabidopsis vorgenommen, auch wenn die meisten 
Ergebnisse zu ABP1 von Versuchen an Mais oder Tabak stammen. In vielen Pflanzen, wie 
auch Arabidopsis, wurden Homologe von ZmABP1 nachgewiesen (Napier et al., 2002). Über 
einen Homologievergleich wurde in Oryza sativa ssp indica ein zu 79% mit ZmABP1 
identisches hypothetisches Protein OsI_037307 (EAY83348) als OsABP1 identifiziert. Die 
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Boxen a, b und c und der C-Terminus sind in den putativen ABP1-Proteinen hoch 
konserviert. 
Über die Affinität an den C-Terminus von ZmABP1 wurden Proteine aus Reis 
aufgereinigt. Fünf Proteine wurden massenspektrometrisch identifiziert: das peroxisomale 
Fettsäure ß-Oxidationsprotein, eine putative Format-Tetrahydrofolat Ligase, eine putative 
ATP-Citratlyase a Untereinheit, ein putatives Auxin- und Ethylen-reguliertes Protein AER 
(auxin and ethylene regulated) und eine putative 12-Oxophytodienoat Reduktase. Die 
geringste Bindungsaffinität besaßen die putative Format-Tetrahydrofolat Ligase, die putative 
ATP-Citratlyase a Untereinheit und die putative 12-Oxophytodienoat Reduktase. Über die 
Funktion der Proteine und deren Lokalisation in der Zelle, wird eine mögliche Interaktion mit 
ABP1 diskutiert. ABP1 ist zu 98% im ER und zu 2% an der Plasmamembran lokalisiert 
(Henderson et al., 1997). 
Mehrere Untereinheiten der ATP-Citratlyase a Untereinheit und der ATP-Citratlyase b 
Untereinheit bilden ein Heterooktamer, welches in Arabidopsis als ATP-Citratlyase fungiert. 
Die ATP-Citratlyase ist ein Enzym des Primärstoffwechsels und scheint den 
cytoplasmatischen „Pool“ von Acetyl-CoA aus Citrat zu synthetisieren (Fatland et al., 2002, 
2005). Das Protein ist im Cytoplasma lokalisiert. Ein Bezug zu Auxin, zum Beispiel über die 
Regulation des Proteins oder dessen Expression durch Auxinbehandlung ist nicht bekannt. 
Auch gibt es keinen Zusammenhang zu Auxineffekten wie Streckungswachstum. Auf Grund 
der bekannten Daten ist eine Interaktion der ATP-Citratlyase a Untereinheit mit ABP1 eher 
unwahrscheinlich.  
Auch die Format-Tetrahydrofolat Ligase aus Arabidopsis, die als Koenzym an einer 
Kohlenstoffübertragung zum Beispiel bei der Purinbiosynthese oder im 
Aminosäuremetabolismus beteiligt ist (Prabhu et al., 1996; Moore und King, 2003), erscheint 
nicht als wahrscheinliches Bindeprotein für ABP1. In verschiedenen 
Lokalisationsvorhersagen wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 94% oder 98% das 
Cytoplasma angegeben. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 70% könnte es auch an der 
Plasmamembran lokalisiert sein, wo eventuell ABP1 aktiv ist.  
 Die putative 12-Oxophytodienoat Reduktase bindet ebenfalls nur schwach an das C-
terminale Peptid von ZmABP1. Nach Lokalisationsvorhersagen ist es mit bis zu 84%iger 
Wahrscheinlichkeit im ER oder mit bis zu 74%iger Wahrscheinlichkeit in Peroxisomen aktiv. 
Es gibt zwei Untergruppen der 12-Oxophytodienoat Reduktasen. Eine spielt eine Rolle bei 
der Pathogenabwehr. Die zweite ist in die Biosynthese von Jasmonsäure in Peroxisomen 
involviert (Schaller und Weiler, 1997; Sobajima et al., 2002; Strassner et al., 2002). Auf 
Grund der Lokalisationsvorhersagen wäre eine Interaktion mit ABP1 möglich.  
 Das peroxisomale Fettsäure ß-Oxidationsprotein besitzt eine stärkere Bindung zum 
C-Terminus von ZmABP1 als die drei vorherigen Proteine. Es ist ein multifunktionales 
4. Diskussion 
 94 
Protein, das an der ß-Oxidation von Fettsäuren beteiligt ist (Preisig-Müller et al., 1994; 
Mullen, 2002). In Reis wurde es über seine Bindung an mRNAs identifiziert, ebenso wird 
eine Bindung an Mikrotubuli vorhergesagt (Chuong et al., 2002, 2005). Es besitzt C-terminal 
eine Signalsequenz für die Peroxisomenmembran (Subramani et al., 2000). Die mRNA-
Bindung scheint im Cytoplasma stattzufinden. Es wurde vorausgesagt, dass das Protein am 
Transport von mRNAs peroxisomaler Proteine beteiligt sein könnte (Chuong et al., 2002). 
Das peroxisomale Fettsäure ß-Oxidationsprotein wurde auf Grund seiner Bindungsfähigkeit 
für mRNA und Mikrotubuli mit dem tierischen Protein Staufen aus Drosophila verglichen, 
welches ebenfalls besagte Eigenschaften besitzt (Chuong et al., 2002). Staufen ist am rauen 
ER lokalisiert und es scheint, dass es mRNA zum Ort der Translation transportiert (Wickham 
et al., 1999). Es gibt Hinweise, dass an der Bindung von Staufen an das raue ER weitere 
Proteine beteiligt sind (Cosentino et al., 1995; Benkirane et al., 1997). Sollte das 
peroxisomale Fettsäure ß-Oxidationsprotein auch in dieser Eigenschaft Staufen ähneln, wäre 
auch eine Bindung mit ABP1 im oder am ER denkbar, wo es die Lokalisation oder den 
Transport unterstützen könnte. 
 Das fünfte Protein mit der stärksten Bindung an den C-Terminus von ZmABP1 ist 
homolog dem Auxin- und Ethylen-regulierten Protein (AER) aus Tabak (Bauly et al., 2002). 
Ein Anstieg dessen mRNA ist nach Auxin- und Ethylenbehandlung zu beobachten. AER wird 
dadurch als Marker für einen Auxin- und Ethylen-verknüpften Signalweg gesehen (Bauly et 
al., 2002). Das Protein selbst wurde noch nicht beschrieben. Über die Proteinsequenz 
wurden eine Transferaseaktivität und eine Lokalisation im Cytoplasma vorhergesagt. Über 
eine Interaktion von AER und ABP1 lässt sich keine Vorhersage machen, da zu wenig über 
das Protein bekannt ist. Auf Grund seiner starken Bindung zu dem C-terminalen Peptid 
scheint eine Interaktion möglich.  
 Die identifizierten Proteine haben keine offensichtliche signalübertragende 
Funktion, könnten jedoch auch eine andere Rolle in Bezug auf ABP1 spielen und nicht an 
einer Signalweiterleitung beteiligt sein. Um eine Aussage über mögliche Interaktionen 
machen zu können, sollten Bindungsstudien von ABP1 mit dem jeweiligen Protein 
durchgeführt werden. Proteine können vielfältige Eigenschaften besitzen, die noch nicht 
bekannt sind. So ist eine Magnesiumprotoporphyrin-IX-Chelatase Untereinheit H an der 
Chlorophyllbioynthese (Walker und Willows, 1997) und an der Signaltransduktion zwischen 
Plastiden und Kern beteiligt (Mochizuki et al., 2001; Strand et al., 2003; Nott et al., 2006). 
Ebenso wurde sie als ABA-Rezeptor identifiziert (Shen et al., 2006).  
Die Suche nach Bindungspartnern von ABP1 könnte über diesen Ansatz 
weiterverfolgt werden. Über das C-terminale Peptid könnten aus spezifischen Fraktionen, 
wie zum Beispiel einer endosomalen Fraktion, Proteine aufgereinigt werden. 
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In einem zweiten Ansatz wurde das gesamte ABP1-Protein verwendet. Mit 
markiertem AtABP1 wurde versucht, über Affinitätschromatographie interagierende Proteine 
aufzureinigen. C-terminal besitzt ABP1 die schon erwähnte Interaktionsdomäne. Um diese 
nicht durch einen C-terminalen tag zu stören, wurde ein Fusionsprotein mit N-terminalem tag 
verwendet. Als tag wurde der Strep-tag II verwendet. ABP1 ist ein glykosyliertes Protein mit 
einer Signalsequenz, und es besitzt ein Zinkion in der Auxinbindetasche, welches wichtig für 
seine Funktion zu sein scheint (Woo et al., 2000, 2002). Modifikationen, wie die 
Glykosylierung und den Einbau des Zinkions, können nicht von Bakterien vorgenommen 
werden. Da diese Modifikationen wahrscheinlich ebenfalls wichtig für die Funktion von ABP1 
sind, wurde Strep-ABP1 in Arabidopsiszellen überexprimiert. Da ABP1 eine N-terminale 
Signalsequenz besitzt, wurde eine N-terminale Signalsequenz so zugefügt, dass der tag sich 
zwischen der Signalsequenz und der ABP1 Proteinsequenz befand.  
In dieser Arbeit wurden Arabidopsis-Zellkulturen mit Strep-ABP1 transformiert und 
fünf stabile Strep-ABP1-Überexpressionslinien hergestellt. Die Zelllinien wuchsen im 
Vergleich zum Wildtyp in größeren Zellaggregaten. Auch waren die einzelnen Zellen und 
Zellkerne der Strep-ABP1-Linien größer. Die Zellkerne wiesen die vierfache Größe im 
Vergleich zu Wildtyp-Zellkernen auf. Zusätzlich war der Nukleolus in den Strep-ABP1-Linien 
deutlich größer, was auf eine höhere Transkriptionsaktivität hinweist. Auch Tabak BY2-
Zellen, die ZmABP1 überexprimierten, wiesen stark vergrößerte Zellkerne auf (Chen et al., 
2006). Die Tabakzellen waren nicht dipoid wie Kontrollzellen, die mit dem leeren 
Überexpressionsvektor transformiert waren, sondern zu 90% oktaploid. Auch hatte sich die 
Größe der ZmABP1 überexprimierenden Zellen verdoppelt. Überexprimiertes Protein wurde 
allerdings nicht nachgewiesen (Chen et al., 2006). Ein Zusammenhang zwischen Zellgröße 
und Grad der Ploidie wird diskutiert (Melaragno et al., 1993; Gilissen et al., 1996; Gendreau 
et al., 1998; Traas et al., 1998). Die in der Arbeit hergestellten Strep-ABP1-
Überexpressionslinien wiesen mit vergrößerten Zellen und Zellkernen einen ähnlichen 
Phänotyp auf wie die ZmABP1 überexprimierenden Tabakzellen (Chen et al., 2006). Der 
Ploidiegrad der Strep-ABP1-Linien und der Kontrolle waren jedoch gleich. Es wurden auch 
keine Veränderung im Zellzyklus beobachtet, wie es in AtABP1 überexprimierenden 
Tabakzellen aus Blättern der Fall war. Bei ihnen wurde eine ausgeprägtere G2-Phase 
beobachtet (Chen et al., 2001a). Um sicher zu sein, dass die beobachteten größeren Zellen 
und Zellkerne nicht von der Transformation selbst ausgelöst wurden, wäre ein Vergleich mit 
Zellen, die mit dem leeren Vektor transformiert werden, sinnvoll. Dass die Strep-ABP1-Linien 
einen Phänotyp wie die ZmABP1 überexprimierenden BY2-Zellen zeigen, deutet auf einen 
Effekt von AtABP1 hin. Der beobachtete vergrößerte Nukleolus deutet auf eine höhere 
Transkriptionsaktivität hin. Hypokotylzellen von Sojabohnen, die mit Auxin behandelt wurden, 
zeigten ebenfalls einen vergrößerten Nukleolus und besaßen erhöhte RNA-Konzentrationen 
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und erhöhte RNA-Polymerase I Aktivität. Es wurde jedoch kein vergrößerter Zellkern 
beobachtet (Chen et al., 1975). Bis jetzt ist nicht bekannt, ob ABP1 die Transkription 
beeinflusst. Der Einfluss von Auxin auf die Transkription wurde bislang eher mit den F-Box 
Auxinrezeptoren in Verbindung gebracht. Der vergrößerte Zellkern, sowie Nukleolus sind 
allerdings über bislang bekannte Wirkungen von ABP1 nicht zu erklären. 
Um Strep-ABP1 nachzuweisen, wurden Western-Blot-Analysen mit Anti-AtABP1 
Antikörper und HRP-Strep-Tactin durchgeführt. Ein spezifischer Nachweis war nicht möglich, 
da viele Proteinbanden unterschiedlicher Größe erkannt wurden. Es wurden jedoch 
Unterschiede im Bandenmuster von Proteinfraktionen aus Wildtyp- und Strep-ABP1-Linien 
beobachtet. Über zwei verschiedene Affinitätssäulen konnte kein Strep-ABP1 aufgereinigt 
werden. Das Protein schien demzufolge nicht nachweisbar überexprimiert zu werden. 
Schwache Proteinbanden in einer Strep-ABP1 entsprechenden Größe um 21 kDa, die von 
HRP-Strep-Tactin und vom Anti-AtABP1 Antikörper erkannt wurden, lassen vermuten, dass 
es sich dabei um Strep-ABP1 handeln könnte. Es könnte sich bei der Proteinbande jedoch 
auch um ein unspezifisch bindendes Protein handeln, da eine Bande entsprechender Größe 
teilweise auch im Wildtyp nachgewiesen wurde. So scheint es unwahrscheinlich, dass Strep-
ABP1 in größeren Mengen synthetisiert wurde. Da die mRNA von Strep-ABP1 über reverse-
transkription-PCR nachgewiesen wurde, das Protein jedoch nicht nachweisbar war, ist zu 
vermuten, dass das Protein nicht oder nur wenig gebildet oder schnell wieder abgebaut 
wurde.  
Es gab mehrere Probleme bei der Aufreinigung des markierten Proteins. Die Bindung 
des Strep-tag II mit dem Säulenmaterial Strep-Tactin basiert auf der Bindung von Biotin mit 
Streptavidin (Schmidt und Skerra, 1993; Schmidt et al., 1996; Voss und Skerra, 1997; 
Korndörfer und Skerra, 2001). Auch Biotin und biotinylierte Proteine binden an Strep-Tactin 
(Terpe, 2003). In Pflanzen gibt es freies Biotin. In Blättern von Erbsen wurden 11 µM freies 
Biotin nachgewiesen (Tissot et al., 1997). Auch wurden bis jetzt drei biotinylierte Enzyme in 
Pflanzen identifiziert (Nikolau et al., 2003). In den Versuchen konkurrieren somit Strep-tag II, 
Biotin und biotinylierte Proteine um die Bindestelle des Säulenmaterials Strep-Tactin. Um die 
störenden Interaktionen von Biotin und biotinylierten Proteinen zu unterbinden, werden diese 
an Avidin gebunden und sollten so nicht mehr mit dem Säulenmaterial interagieren können. 
Der Strep-tag II besitzt keine Bindungsaffinität für Avidin und sollte für die Bindung mit Strep-
Tactin frei vorliegen (Skerra und Schmidt, 2000; Witte et al., 2004). In den Eluaten wurden 
trotz Avidinbehandlung biotinylierte Proteine nachgewiesen. Es kann somit nicht 
ausgeschlossen werden, dass biotinylierte Proteine weiterhin mit Strep-ABP1 um die 
Bindestellen des Säulenmaterials konkurrierten. Dies würde bedeuten, dass nicht das 
gesamte Strep-ABP1 an Strep-Tactin binden konnte. Aus diesem Grund wäre es möglich, 
dass Strep-ABP1 nicht aufgereinigt und nicht nachgewiesen werden konnte. Es ist jedoch 
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verwunderlich, dass überhaupt biotinylierte Proteine eluiert wurden, da die Bindung von 
Biotin mit Strep-Tactin irreversibel sein sollte (Hamblett et al., 2002). So bleibt die Frage 
offen, wie diese biotinylierten Proteine eluiert werden konnten. 
Trotz der Probleme, die es in dieser Arbeit mit dem Strep-tag II und Strep-Tactin gab, 
ist eine Überexpression und Aufreinigung über den Strep-tag II in Pflanzen möglich. Es 
wurde für NtCDK2, einer Proteinkinase mit Membrananker aus Tabak (Romeis et al., 2001) 
und für AtSGT1b, einem löslichen Protein aus Arabidopsis gezeigt (Austin et al., 2002; Witte 
et al., 2004). Möglich ist, dass das Strep-ABP1-Konstrukt, das aus der 
Chitinasesignalsequenz, dem Strep-tag II und dem AtABP1-Gen ohne seine Signalsequenz 
besteht, nicht korrekt gespalten oder gefaltet und deswegen abgebaut wurde. In einem 
neuen Ansatz zur Überexpression und Aufreinigung von markiertem AtABP1 ist zu 
überlegen, ob der tag nicht N-terminal sondern im Protein an einer für eine Interaktion 
unwahrscheinlichen und exponierten Stelle angebracht werden sollte. Der C-Terminus, als 
wahrscheinliche Interaktionsdomäne und der N-Terminus liegen in der Sekundärstruktur 
relativ nahe beieinander und so könnte ein N-terminaler tag eine Interaktion eventuell stören. 
Um ABP1 als Komplex mit seinen interagierenden Proteinen aufzureinigen, sollte ein tag 
verwendet werden, dessen Bindedomäne nicht in Pflanzen vorkommt, wie zum Beispiel der 
c-myc-tag. Dieser basiert auf einem Antikörperepitop und wurde schon in Agrobakterium-
transformierten Arabidopsiszellen verwendet (Ferrando et al., 2001). So kann es bei der 
Aufreinigung nicht zu Konkurrenzreaktionen kommen. Auch wäre eine Expression von ABP1 
gekoppelt an ein Fluoreszenzprotein wie GFP oder YFP (green-, yellow fluorescent protein) 
sinnvoll. FP-gekoppelte Proteine und Proteinkomplexe können über FP-Antikörpersäulen 
aufgereinigt werden. Zusätzlich kann die Synthese des Proteins neben Western-Blot-
Analysen auch über das Fluoreszenzsignal überprüft werden. Damit wären zusätzlich ABP1-
Lokalisationsstudien möglich. 
 
4.6. ABP1 und seine Funktion als möglicher Auxinrezeptor 
Ob ABP1 ein Auxinrezeptor ist und wo die über ihn vermittelte Antwort erfolgt, bleibt 
weiterhin offen. ABP1 ist zu 98% hauptsächlich im ER lokalisiert (Abbildung 32; Henderson 
et al., 1997). Die PIN-Proteine 5 und 8 transportieren Auxin vom Cytoplasma in das ER (Jiří 
Friml, Universität Gent, Belgien, unveröffentlicht). IAA-Konjugathydrolasen, die IAA von 
Aminosäuren spalten und somit die Konzentration an freier IAA erhöhen, besitzen N-terminal 
das KDEL-Motif und sind ebenfalls im ER lokalisiert (Bartel und Fink, 1997; Davies et al., 
1999). Im ER sollte somit viel freie IAA vorliegen und die Möglichkeit einer IAA-Bindung 
bestehen. Allerdings ist der pH-Wert im ER mit 7,1 (Kim et al., 1998) nicht optimal für eine 
Bindung an ABP1, welches Auxin am besten bei einem pH-Wert um 5,5 (Löbler und Klämbt, 
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1985) bindet. Bei einem hohen Angebot an IAA ist eine hohe Bindungsaffinität eventuell 
unnötig. Eine Signalperzeption ist im ER also möglich (Abbildung 32).  
Auxinreaktionen scheinen über Auxingradienten vermittelt zu werden. Der PIN-
vermittelte Auxintransport und die dadurch vermittelte Umverteilung von Auxin sind 
entscheidend für die Embryoentwicklung und die Entwicklung von Meristemen (Friml et al., 
2003; Heisler et al., 2005; Boutté et al., 2007). Könnte auch die Wirkung von ABP1 vom 
Auxingradient abhängig sein und ist es im ER möglich über den PIN-vermittelten Import von 
IAA und die Inaktivierung von freier aktiver IAA durch Konjugation einen Gradienten 
entsprechend dem an der Plasmamembran zu schaffen? Über ABP1 wird eine 
Hyperpolarisation der Plasmamembran und die Aktivierung von plasmamembranständigen 
H+-ATPasen und plasmamembranständigen einwärtsgerichteten Kaliumkanälen induziert 
(Rück et al., 1993; Phillippar et al., 1999). Das von ABP1 im ER perzipierte Signal müsste 
hierzu zur Plasmamembran gelangen. ABP1 könnte auch bei der Regulation des Zyklierens 
der H+-ATPasen und/oder Kaliumkanälen involviert sein und somit deren Aktivität regulieren 
(Abbildung 32).  
Was spricht für eine ABP1-Aktivität an der Plasmamembran? Der pH-Wert im 
Apoplasten entspricht dem Optimum der Bindungsaffinität von IAA an ABP1. ABP1 wurde, 
wenn auch in sehr geringen Mengen, an der Plasmamembran nachgewiesen (Jones und 
Herman, 1993; Diekmann et al., 1995; Henderson et al., 1997). Die über ABP1 aktivierten 
H+-ATPasen und Kaliumkanäle sind plasmamembranständig. Ebenso ist die auxininduzierte 
Hyperpolarisation der Plasmamembran ABP1-abhängig (Abbildung 32). Das über ABP1 
vermittelte Auxinsignal ist sehr schnell. Reaktionen, wie die Hyperpolarisation der 
Plasmamembran (Barbier-Brygoo et al., 1989), die Aktivierung der Kaliumkanäle (Thiel et al., 
1993) und die Volumenzunahme von Protoplasten sind innerhalb einer Minute zu 
beobachten. Dies lässt vermuten, dass über ABP1 nicht erst Proteine neu synthetisiert 
werden, wie es der Fall bei der bekannten F-Box Auxinrezeptor-Familie ist. Diese 
Auxinrezeptoren vermitteln das Auxinsignal über Proteinabbau und der Transkription von 
auxinregulierten Genen (Dharmasiri et al., 2005a; Kepinski and Leyser, 2005). Früheste 
Reaktionen in Form von Transkription von auxininduzierten Genen, wie den SAURs, sind 
fünf Minuten nach Auxinbehandlung beobachtet worden (Badescu und Napier, 2006). Um 
die Frage des Wirkortes oder vielleicht auch der Wirkorte von ABP1 zu klären, sind Mutanten 
mit fluoreszenzmarkiertem ABP1 oder Antikörper, die mit ABP1 interagieren, sowie 





































Abbildung 32: Modell des Auxinmetabolismus und der Auxinperzeption und -transduktion. In Orange 
ist der mögliche Signalweg von ABP1 hervorgehoben. Dieser verläuft zwischen dem ER und der 
Plasmamembran. In beiden Kompartimenten ist eine Auxinperzeption möglich. Auch der Transport 
von ABP1 vom ER zur Plasmamembran und ein mögliches Zyklieren scheinen vorstellbar. Der 
Auxinsignalweg über die F-Box Auxinrezeptor-Familie, am Beispiel von TIR1, verläuft über Expression 
auxinregulierter Gene. Eine Verbindung von ABP1 und Genregulation wurde bis jetzt nicht 
nachgewiesen. Auxin wird im Cytoplasma synthetisiert und abgebaut. Der Import von Auxin erfolgt 
über AUX1 und PGPs, der Export über PINs und PGPs. PGPs sind ABC-Transporter und dienen für 
Auxin sowohl als Influx- wie auch als Efflux- Transporter. Die Aktivität der Transporter wird unter 
anderem über das Zyklieren zwischen Endosomen und Plasmamembran reguliert. Einige PIN-
Proteine transportieren Auxin in das ER. Im ER werden IAA-Konjugate abgebaut, wodurch 
wahrscheinlich die Konzentration an IAA zusätzlich erhöht wird. 
 
Es bleibt weiterhin interessant zu klären, mit welchen Komponenten ABP1 interagiert. 
Diesbezügliche Untersuchungen könnten helfen, zu verstehen, ob ABP1 ein Auxinrezeptor, 
ein Auxintransporter oder eventuell auch ein Auxinspeicherprotein ist (Abbildung 32). Da 
ABP1 zu der Superfamilie der Germine gehört, die Speicherprotein in Samen sind (Dunwell 
et al., 2000), ist für ABP1 eine entsprechende Funktion nicht auszuschließen. Dagegen 
spricht jedoch, dass die bekannten IAA-Speicherproteine in Phaseolus vulgaris (Cohen et al., 
1988; Ljung et al., 2002; Walz et al., 2002) und Fragaria vesca (Park et al., 2006) IAA nicht 
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BY-2 bright yellow 2, Tabaksuspensionszellen 
C2 diploid 
C4 tetraploid 
CLSM Konfokales Laser Scanning Mikroskop 
DFC Druchflusscytometer 
dsPSK unsulfatiertes PSK 
FM4-64 N-(3-triethyl-ammoniumpropyl)-4-(p-diethylaminophenylhexatrienyl)-pyridium 
dibromid 




HRP Horse-raddish peroxidase 
IAA Indol-3-Essigsäure 
IAN Indol-3-Acetonitril 
kDa kilo Dalton 
LB Medium nach Luria-Bertani 
MS Massenspektrometrie 
MSMO Nährmedium nach Murashige und Skoog, Minimal Organic 
NAA Naphthylessigsäure 
NBT Nitroblau Tetrazolium Chlorid 
NPA 1-N-Naphthylphalat 
OD optische Dichte 
P100 Pellet nach Zentrifugation mit 100000 g 






rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR 
scFv single chain fragment 
SDS Natrium-Dodecylsulfat 
TAE Tris-Acetat-EDTA 















Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit „Charakterisierung des Auxin-bindenden 
Proteins 1“ selbstständig und nur unter Verwendung der angegebenen Quellen und 
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